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Prefacio

En esta tesis se presentan estudios sobre enfatesendecciosas de la piel en anfibios
de Uruguay y sureste de Brasil, que son una caatitn de trabajos previos publicados
en el afio 2009. En uno de ellos se comunicaroprio®eros diagndsticos de infeccion
por el hongdatrachochytrium dendrobatidisn larvas de anfibios nativos de Uruguay
(Borteiro et al. 2009, Dis. Aquat. Organ84, 159162). Este patdgeno es el agente
causal de la quitridiomicosis, enfermedad cuté@sgiada a declinaciones de anfibios
a escala global. En el otro trabajo se discut&ikktencia de declinaciones poblacionales
en anfibios de Uruguay contemporaneas a las oasrgd otros continentes durante los
afos 1970s, y que llamaron fuertemente la aterd@dia comunidad cientifica (Kolenc
et al. 2009,Zootaxal969, 135). Uno de los principales factores propuestoa patos
fendmenos son las epidemias de quitridiomicosis €sta informacién disponible, me
propuse en un principio estudiar su posible roldeclinaciones poblacionales de
anfibios nativos. Durante el trabajo de campo ifigne otras enfermedades que
resultaron ser nuevas para el pais o la regiénlggue decidi entonces incorporar
dicha informacién. Ello requirié de la colaboracid® numerosos colegas trabajando en
herpetologia, patologia y parasitologia veterirsaria

El manuscrito se divide en varias secciones, eprilaera es una introduccion
general a las enfermedades y conservacion de fiosny a la metodologia empelada.
La segunda presenta resultados sobre el hallazBatdechochytrium dendrobatiden
anfibios nativos e introducidos, y discute el plesiirigen de este patdgeno en Uruguay
en base a los diferentes haplotipos identificatlastercera parte aborda el estudio de
nuevos casos de infeccion por patégenos eucaristdss Ordenes Dermocystida y
Eccrinida (Clase Ichthyosporea), en anfibios deguay y sur de Brasil. A partir de
estos hallazgos se realizé un andlisis filogenétiotecular de Dermocystida junto con
una revision taxonomica de las especies parasgtafibios. En la cuarta seccion del
manuscrito se describen otras enfermedades dellarpanfibios nativos, causadas por
macroparasitos y neoplasias. Finalmente, se didautmportancia de estos nuevos
diagndsticos y se mencionan algunas perspectivasvdstigacion. Se provee ademas
informacion anexa a los diferentes capitulos, yemao material de colecciones
examinado, resultados de busquedas bibliograficdservaciones de campo y

publicaciones. Las fotografias fueron tomadas pautr, salvo indicacion.
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Enfermedades de la piel en anfibios de
Uruguay y sureste de Brasil: nuevos
diagndsticos y posibles efectos

Resumen

Las enfermedades de los anfibios ocupan un lugdackdo en estudios sobre conservacion y
manejo de especies en cautiverio. Existe actuabmemtinterés creciente por el estudio de
enfermedades en poblaciones silvestres de anfilpdacipalmente infectocontagiosas,
debido al hallazgo de declinaciones poblacionalesxtgncion de especies asociadas a
quitridiomicosis. Esta enfermedad cutanea es caugaddos especies de hongos del género
Batrachochytrium(Rizophydiales). La mas ampliamente distribuidaBadrachochytrium
dendrobatidis(Bd), presente en zonas templadas y tropicales des todocontinentes. Este
microorganismo es endémico en algunas regiones ebimioma Mata Atlantica en Brasil, y
se ha comportado como un patdogeno emergente es, piva ejemplo algunas zonas de
América Central, Australia y Norteamérica. El meieainternacional de anfibios ha
contribuido a su diseminacion a escala global,dsiedos de los vectores mas importantes la
Rana toro norteamerican&ithobates catesbeianuy la Rana de ufias africandefiopus
laevig. Recientemente se han identificado varios linajesBd, entre ellos un linaje
panzootico globalRdGPL) y otro nativo de Sudameériddd-Brazil). En Uruguay, este hongo
patdgeno fue detectado por primera vez en un coadie Rana toro en el afio 1999, y los
diagnosticos mas viejos en anfibios nativos coordpn a larvas de anfibios colectadas en
2001 en el norte del pais.

Otras enfermedades debidas a microorganismos etasapotencialmente mortales para
los anfibios son las producidas por patégenos pectentes a la Clase Ichthyosporea. Estos
agentes infecciosos producen en vertebrados erdades granulomatosas y ulcerativas,
principalmente en piel y mucosas. Se reconocenQfdgnes, Dermocystida y Eccrinida,
ambos con representantes que afectan anfibiosespkos dermocistidios son patégenos de
hospedadores homeotermos incluido el homiRrenosporidium seebgriy también de peces
(Dermocystidium, Sphaerothecum anfibios Amphibiocystidium, AmphibiothecumJna
especie descripta en anfibios neotropicales en #8480 Paulo, BrasiDérmosporidium
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hylarun), es considerada actualmente un sinébnim& dseeberiLos Eccrinida parasitos de
anfibios y peces se agrupan en el génerdhyophonus,en el primer caso conocidos
Unicamente de Norteamérica.

El principal objetivo de esta tesis es presentavas diagnosticos de infeccion i y
especies de Ichthyosporea en anfibios silvestrésrdguay y sureste de Brasil, discutiendo la
importancia para su conservacion. Se estudia ldblpassociacion de la quitridiomicosis con
la declinacion de las especies nativas de Uruguayipalmente efPhysalaemus henselii
Pleurodema bibroniSe presenta ademas un analisis filogenético de@pystida incluyendo
nuevos hallazgos de infeccion en anfibios de Brasruguay, junto con una revision
taxonOmica de las especies parasitas de anfiboseBsa la informacion disponible sobre
enfermedades de la piel causadas por microorgasisunariotas en anfibios de la region, y
se describen también nuevas dermopatias parasiyaneoplasicas en especies nativas.

Los diagnésticos de infeccion pddd en especies nativas se realizaron mediante
histologia convencional con tincion de hematoxilieasina, y también por PCR. Se
obtuvieron muestras positivas correspondientes aedgdecies nativasDéndropsophus
sanborni, Hypsiboas pulchellus, Julianus uruguaylusptodactylus latransl.imnomedusa
macroglossa, Melanophryniscus sanmartiniOdontophrynus americanus, Physalaemus
henselii, Pleurodema bibroni, Pseudis minutusScinax squalirostris y ejemplares de
anfibios introducidos pertenecientes a 3 espediEsafophrys ornata, Xenopus laews
Lithobates catesbeianud. a prevalencia de infeccion en el total de leestita fue 39 %, con
una variacion entre 10 y 88 % (muestras cor 0). No se registraron episodios de
mortalidad natural debida Bd, pero si tres ejemplares dle macroglossamantenidosen
cautiverio murieron con sintomas de quitridiomisodia infeccion porBd presentd un
comportamiento estacional en una poblaciérHdeulchellus,siendo las prevalencias mas
altas en invierno y primavera temprana. Se obsemveambién altas prevalencias en Rana
toro de criadero y silvestre. No se pudo detecdainfeccion porBd en un muestreo
histoldgico retrospectivo de ejemplares en colamsocolectados en Uruguay entre 1953 y
1972. El estudio de secuencias de un fragmenta degion ITS deBd permitio identificar
tres haplotipos en anfibios nativos, uno de lodesuge encontré6 ademas en las especies
introducidas antes mencionadas. Todos ellos peenal linaje BAGPL. Esta mayor
diversidad de haplotipos en especies nativas e®reofe con estudios retrospectivos
realizados recientemente en el bioma Mata Atlamic8rasil, donde tant8dGPL comoBd-

Brazil son endémicos, y su presencia es previardrizduccion de anfibios exaoticos.



Los nuevos diagndsticos de infeccidn por Ichthyospse realizaron en anuros hilidos
de las especiedypsiboas pulchelluy Scinax fuscovariusje Uruguay y sureste de Brasil
respectivamente. Algunos ejemplares de ambas espguesentaron lesiones cutaneas
nodulares que al diagndstico histopatolégico ewi@gon esporangios capsulados ubicados
en la dermis, repletos de pequefias endosporastardsticos de infeccion por Dermocystida.
La misma fue autolimitante en condiciones de laiooi@ y en la naturaleza las prevalencias
mas altas fueron registradas en otofio, invierndrggvera temprana; numerosos ejemplares
presentaron coinfeccion cddd. Un caso de infeccion e8. fuscovariugde Sao Paulo fue
asignado @ermosporidium hylarumel andlisis filogenético en base a secuenciagyeel
18S permitio revalidar esta especie e incluirl&legénerdRhinosporidiurre identificar otras
dos. Una de ellas es parasita lde pulchellusy se asigné aRhinosporidium rwandae,
recientemente descripto de Africa tropical, lo cualgiere una posible dispersion
transoceanica. La otra especie corresponde a whariarma deSphaerothecurparasita de
S. fuscovariusgénero identificado aqui por primera en el hemisfeur y en hospedadores
anfibios Se propone ademas la sinonimizacionAdephibiocystidiuncon Rhinosporidium,
ya que la especie tipAmphibiocystidium ranadéorma parte de un clado asignado a este
altimo género.

Entre los resultados obtenidos se destaca adentadlatgo de un ejemplar juvenil de
Hypsiboas pulchelluslel sur de Uruguay que presentd una tumoraciomduren la que se
identific6 mediante histopatologia infeccion debmleEccrinida Ichthyophonussp.). Este
diagnostico es el primero realizado en anfibiosrdude Norteamérica. Otras patologias
relevantes de la piel halladas en anfibios de Uaydueron quistes parasitarios causados por
larvas de cestodos del génei®pirometra (esparganos) y por larvas de acaros
(Trombiculidae), y neoplasias. La esparganosis afighsido previamente observadaken
pulchellus,y la parasitosis por acaros es novedosa en anfidbisyos. Las neoplasias
descriptas son un caso de lipoma subcutanéddedsmophryniscus sanmartigidos hallazgos
de melanoforomas dt. pulchellusAmbas neoplasias son raras en anfibios.

El presente trabajo provee una informacion de pasa el futuro monitoreo de especies
en declinacidon y el estudio de enfermedades ddelapptencialmente relevantes para su
conservacion. En este sentido, la especie ubitymsiboas pulchelluse presenta como un
interesante modelo para el estudio de enfermedagsasicas, infecciosas y parasitarias.






Skin diseases of amphibians from Uruguay
and southeastern Brazil: new diagnhoses
and potential effects

Abstract

Amphibian diseases are a major issue in researdgecong species conservation and
management in captivity. Currently, there is ameasing interest on studies about diseases in
wild amphibian populations, mainly infectious onésie to the association of amphibian
population declines and extinction with chytridiozogis. This skin disease is caused by two
fungal species of the genusBatrachochytrium (Rizophydiales). One of them,
Batrachochytrium dendrobatidigBd), is distributed in temperate and tropical areas
worldwide. It is endemic of some regions like thdaAtic Forest biome in Brazil and has
become an emerging pathogen in others, for instawee areas in Middle America,
Australia and North America. The international #ad amphibians has contributed to its
global spread, being two of the most relevant vedpecies the American bullfrog
(Lithobates catesbeianuand the African clawed frogKénopus laev)s Different lineages of
Bd were recently identified, including a global panzodineage BdGPL) and one native
from South AmericaBd-Brazil). In Uruguay, this pathogenic fungus wasedetd for the first
time in a bullfrog farm in 1999, and the oldestesasn native amphibians correspond to
tadpoles collected in 2001 in the north.

Other diseases caused by eukaryotic microbes jatgriethal to amphibians are those
caused by fungal-like pathogens of the Class Idgpgrea. These infectious agents produce
granulomatous and ulcerative diseases in vertehramainly of skin and mucosae. Two
Orders are currently recognized, Dermocystida aratiiida, both affecting amphibians and
fish. The dermocystids are pathogens of vertebnatgs including manRhinosporidium
seebeni, and also of fish Oermocystidium, Sphaerothecumand amphibians
(Amphibiocystidium, AmphibiothecumOne species was described from Neotropical

amphibians in 1940 from Sao Paulo, Bradilemosporidium hylarujn now considered



under the synonymy oR. seeberi.The Eccrinida parasitic on amphibians and fish are
grouped in the genushthyophonusheing known in the first only from North America.

The main objective of this thesis is to present nmges of infection byd and
Ichthyosporea in wild amphibians from Uruguay, dssing their relevance for conservation.
The possible association of chytridiomycosis witdpplation declines of native species from
Uruguay is studied, mainlyPhysalaemus henseland Pleurodema bibroni.Besides, a
phylogenetic analysis of Dermocystida is presenieduding new cases from Brazil and
Uruguay along with a taxonomic revision of spegdesasitic on amphibians. Parasitic and
neoplasic skin diseases new to native amphibiaasatso described, and the available
information on amphibian eukaryotic skin pathogernthe region is reviewed.

The diagnoses of infection Bd were histological, with conventional haematoxylimda
eosin staining, and also using PCR. Positive resudire obtained from samples of 11 native
species Dendropsophus sanborni, Hypsiboas pulchellus, duisauruguayus, Leptodactylus
latrans, Limnomedusa macroglossaMelanophryniscus sanmartini, Odontophrynus
americanus, Physalaemus henselii, Pleurodema bipr&seudis minutusand Scinax
squalirostrig, and introduced specimens belonging to 3 spe@&sratophrys ornata,
Xenopus laeviand Lithobates catesbeianusOverall prevalence in the sample was 39 %,
ranging between 10 and 88 % (samples with X0). Spontaneous mortality episodes due to
Bdin nature were not recorded, but three specimehs mfcroglossanaintained in captivity
died from chytridiomycosis. The infection Bd presented seasonal variation in a population
of H. pulchellus,with higher prevalence in winter and early sprikligh prevalences were
also observed in wild and farmed bullfrogs. Theeation could not be detected through
histological analysis of specimens in collectiomdlected in Uruguay between 1953 and
1972. The study of partial sequences of the ITSoregf Bd allowed the identification of
three haplotypes in native amphibians, one of whvels also found in the abovementioned
introduced species. All of them belong to BdGPL lineage. This higher haplotype diversity
in native species agrees with recent retrospediudies on the Atlantic Forest biome in
Brazil, where bothBdGPL and Bd-Brazil are endemic and its presence predates the
introduction of alien amphibians.

New diagnoses of infection by Ichthyosporea weneedon the hylid speciddypsiboas
pulchellusand Scinax fuscovariudrom Uruguay and southeastern Brazil respectiv@tyme
specimens of both species presented nodular s&iionke which evidenced at histopathology
capsulated cysts in the dermis full of small endosp, characteristic of Dermocystida. This

condition was self-limiting under laboratory comalits, and prevalence in nature was higher
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during autumn, winter and early spring; numerowcspens exhibited also coinfection with
Bd. A case of infection detected in a specimei®sofuscovariugrom S&o Paulo was assigned
to Dermosporidium hylarumThe phylogenetic analysis based on sequencesdf88 gene
allowed revalidation of this species in the gemIgnosporidiumand the identification of
other two. One of them parasitizét pulchellusand was assigned tBhinosporidium
rwandae recently described from amphibians of tropicali¢e and for which a transoceanic
dispersal event is suggested. The second correspond new species @phaerothecum
parasitic ornS. fuscovariusa genus found herein for the first time in thetketn hemisphere
and in amphibian hostsBesides, the synonymyzation oAmphibiocystidium with
Rhinosporidiums proposed as it was not recovered as monophyhating its type specids
ranaeassigned to the latter, which takes precedence.

Other relevant results are the finding of a juverspecimen oHypsiboas pulchellus
from southern Uruguay bearing a swelling on its kbadentified at histopathology as
infection by Eccrinidal¢hthyophonusp.). This diagnosis is the first on amphibianssiolat
North America. Additional pathologic findings in g@imbians from Uruguay worth of
mention were larval parasitic cysts of tapewormaugeSpirometra(spargana) and mites
(Trombiculidae), and neoplasms. Sparganosis wagmtiously reported ifd. pulchellus,
and the parasitism by mites is novel in native afiphs. The neoplasms are a case of
subcutaneous lipoma iMelanophryniscus sanmartiaind two findings of melanophoromas
in H. pulchellusBoth neoplasms are rare in amphibians.

The present study provides background informataorfdture studies on declining native
amphibians and skin diseases potentially relevantlfeir conservation. In this sense, the
ubiquitous anuramHypsiboas pulchelluseems to be an interesting model for the study of

neoplasic, infectious and parasitic diseases.
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Prefacio

En esta tesis se presentan estudios sobre enfatesendecciosas de la piel en anfibios
de Uruguay y sureste de Brasil, que son una caatitn de trabajos previos publicados
en el afio 2009. En uno de ellos se comunicaroprio®eros diagndsticos de infeccion
por el hongdatrachochytrium dendrobatidisn larvas de anfibios nativos de Uruguay
(Borteiro et al. 2009, Dis. Aquat. Organ84, 159162). Este patdgeno es el agente
causal de la quitridiomicosis, enfermedad cuté@sgiada a declinaciones de anfibios
a escala global. En el otro trabajo se discut&ikktencia de declinaciones poblacionales
en anfibios de Uruguay contemporaneas a las oasrgd otros continentes durante los
afos 1970s, y que llamaron fuertemente la aterd@dia comunidad cientifica (Kolenc
et al. 2009,Zootaxal969, 135). Uno de los principales factores propuestoa patos
fendmenos son las epidemias de quitridiomicosis €sta informacién disponible, me
propuse en un principio estudiar su posible roldeclinaciones poblacionales de
anfibios nativos. Durante el trabajo de campo ifigne otras enfermedades que
resultaron ser nuevas para el pais o la regiénlggue decidi entonces incorporar
dicha informacién. Ello requirié de la colaboracid® numerosos colegas trabajando en
herpetologia, patologia y parasitologia veterirsaria

El manuscrito se divide en varias secciones, eprilaera es una introduccion
general a las enfermedades y conservacion de fiosny a la metodologia empelada.
La segunda presenta resultados sobre el hallazBatdechochytrium dendrobatiden
anfibios nativos e introducidos, y discute el plesiirigen de este patdgeno en Uruguay
en base a los diferentes haplotipos identificatlastercera parte aborda el estudio de
nuevos casos de infeccion por patégenos eucaristdss Ordenes Dermocystida y
Eccrinida (Clase Ichthyosporea), en anfibios deguay y sur de Brasil. A partir de
estos hallazgos se realizé un andlisis filogenétiotecular de Dermocystida junto con
una revision taxonomica de las especies parasgtafibios. En la cuarta seccion del
manuscrito se describen otras enfermedades dellarpanfibios nativos, causadas por
macroparasitos y neoplasias. Finalmente, se didautmportancia de estos nuevos
diagndsticos y se mencionan algunas perspectivasvdstigacion. Se provee ademas
informacion anexa a los diferentes capitulos, yemao material de colecciones
examinado, resultados de busquedas bibliograficdservaciones de campo y

publicaciones. Las fotografias fueron tomadas pautr, salvo indicacion.
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Enfermedades de la piel en anfibios de
Uruguay y sureste de Brasil: nuevos
diagndsticos y posibles efectos

Resumen

Las enfermedades de los anfibios ocupan un lugdackdo en estudios sobre conservacion y
manejo de especies en cautiverio. Existe actuabmemtinterés creciente por el estudio de
enfermedades en poblaciones silvestres de anfilpdacipalmente infectocontagiosas,
debido al hallazgo de declinaciones poblacionalesxtgncion de especies asociadas a
quitridiomicosis. Esta enfermedad cutanea es caugaddos especies de hongos del género
Batrachochytrium(Rizophydiales). La mas ampliamente distribuidaBadrachochytrium
dendrobatidis(Bd), presente en zonas templadas y tropicales des todocontinentes. Este
microorganismo es endémico en algunas regiones ebimioma Mata Atlantica en Brasil, y
se ha comportado como un patdogeno emergente es, piva ejemplo algunas zonas de
América Central, Australia y Norteamérica. El meieainternacional de anfibios ha
contribuido a su diseminacion a escala global,dsiedos de los vectores mas importantes la
Rana toro norteamerican&ithobates catesbeianuy la Rana de ufias africandefiopus
laevig. Recientemente se han identificado varios linajesBd, entre ellos un linaje
panzootico globalRdGPL) y otro nativo de Sudameériddd-Brazil). En Uruguay, este hongo
patdgeno fue detectado por primera vez en un coadie Rana toro en el afio 1999, y los
diagnosticos mas viejos en anfibios nativos coordpn a larvas de anfibios colectadas en
2001 en el norte del pais.

Otras enfermedades debidas a microorganismos etasapotencialmente mortales para
los anfibios son las producidas por patégenos pectentes a la Clase Ichthyosporea. Estos
agentes infecciosos producen en vertebrados erdades granulomatosas y ulcerativas,
principalmente en piel y mucosas. Se reconocenQfdgnes, Dermocystida y Eccrinida,
ambos con representantes que afectan anfibiosespkos dermocistidios son patégenos de
hospedadores homeotermos incluido el homiRrenosporidium seebgriy también de peces
(Dermocystidium, Sphaerothecum anfibios Amphibiocystidium, AmphibiothecumJna
especie descripta en anfibios neotropicales en #8480 Paulo, BrasiDérmosporidium
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hylarun), es considerada actualmente un sinébnim& dseeberiLos Eccrinida parasitos de
anfibios y peces se agrupan en el génerdhyophonus,en el primer caso conocidos
Unicamente de Norteamérica.

El principal objetivo de esta tesis es presentavas diagnosticos de infeccion i y
especies de Ichthyosporea en anfibios silvestrésrdguay y sureste de Brasil, discutiendo la
importancia para su conservacion. Se estudia ldblpassociacion de la quitridiomicosis con
la declinacion de las especies nativas de Uruguayipalmente efPhysalaemus henselii
Pleurodema bibroniSe presenta ademas un analisis filogenético de@pystida incluyendo
nuevos hallazgos de infeccion en anfibios de Brasruguay, junto con una revision
taxonOmica de las especies parasitas de anfiboseBsa la informacion disponible sobre
enfermedades de la piel causadas por microorgasisunariotas en anfibios de la region, y
se describen también nuevas dermopatias parasiyaneoplasicas en especies nativas.

Los diagnésticos de infeccion pddd en especies nativas se realizaron mediante
histologia convencional con tincion de hematoxilieasina, y también por PCR. Se
obtuvieron muestras positivas correspondientes aedgdecies nativasDéndropsophus
sanborni, Hypsiboas pulchellus, Julianus uruguaylusptodactylus latransl.imnomedusa
macroglossa, Melanophryniscus sanmartiniOdontophrynus americanus, Physalaemus
henselii, Pleurodema bibroni, Pseudis minutusScinax squalirostris y ejemplares de
anfibios introducidos pertenecientes a 3 espediEsafophrys ornata, Xenopus laews
Lithobates catesbeianud. a prevalencia de infeccion en el total de leestita fue 39 %, con
una variacion entre 10 y 88 % (muestras cor 0). No se registraron episodios de
mortalidad natural debida Bd, pero si tres ejemplares dle macroglossamantenidosen
cautiverio murieron con sintomas de quitridiomisodia infeccion porBd presentd un
comportamiento estacional en una poblaciérHdeulchellus,siendo las prevalencias mas
altas en invierno y primavera temprana. Se obsemveambién altas prevalencias en Rana
toro de criadero y silvestre. No se pudo detecdainfeccion porBd en un muestreo
histoldgico retrospectivo de ejemplares en colamsocolectados en Uruguay entre 1953 y
1972. El estudio de secuencias de un fragmenta degion ITS deBd permitio identificar
tres haplotipos en anfibios nativos, uno de lodesuge encontré6 ademas en las especies
introducidas antes mencionadas. Todos ellos peenal linaje BAGPL. Esta mayor
diversidad de haplotipos en especies nativas e®reofe con estudios retrospectivos
realizados recientemente en el bioma Mata Atlamic8rasil, donde tant8dGPL comoBd-

Brazil son endémicos, y su presencia es previardrizduccion de anfibios exaoticos.



Los nuevos diagndsticos de infeccidn por Ichthyospse realizaron en anuros hilidos
de las especiedypsiboas pulchelluy Scinax fuscovariusje Uruguay y sureste de Brasil
respectivamente. Algunos ejemplares de ambas espguesentaron lesiones cutaneas
nodulares que al diagndstico histopatolégico ewi@gon esporangios capsulados ubicados
en la dermis, repletos de pequefias endosporastardsticos de infeccion por Dermocystida.
La misma fue autolimitante en condiciones de laiooi@ y en la naturaleza las prevalencias
mas altas fueron registradas en otofio, invierndrggvera temprana; numerosos ejemplares
presentaron coinfeccion cddd. Un caso de infeccion e8. fuscovariugde Sao Paulo fue
asignado @ermosporidium hylarumel andlisis filogenético en base a secuenciagyeel
18S permitio revalidar esta especie e incluirl&legénerdRhinosporidiurre identificar otras
dos. Una de ellas es parasita lde pulchellusy se asigné aRhinosporidium rwandae,
recientemente descripto de Africa tropical, lo cualgiere una posible dispersion
transoceanica. La otra especie corresponde a whariarma deSphaerothecurparasita de
S. fuscovariusgénero identificado aqui por primera en el hemisfeur y en hospedadores
anfibios Se propone ademas la sinonimizacionAdephibiocystidiuncon Rhinosporidium,
ya que la especie tipAmphibiocystidium ranadéorma parte de un clado asignado a este
altimo género.

Entre los resultados obtenidos se destaca adentadlatgo de un ejemplar juvenil de
Hypsiboas pulchelluslel sur de Uruguay que presentd una tumoraciomduren la que se
identific6 mediante histopatologia infeccion debmleEccrinida Ichthyophonussp.). Este
diagnostico es el primero realizado en anfibiosrdude Norteamérica. Otras patologias
relevantes de la piel halladas en anfibios de Uaydueron quistes parasitarios causados por
larvas de cestodos del génei®pirometra (esparganos) y por larvas de acaros
(Trombiculidae), y neoplasias. La esparganosis afighsido previamente observadaken
pulchellus,y la parasitosis por acaros es novedosa en anfidbisyos. Las neoplasias
descriptas son un caso de lipoma subcutanéddedsmophryniscus sanmartigidos hallazgos
de melanoforomas dt. pulchellusAmbas neoplasias son raras en anfibios.

El presente trabajo provee una informacion de pasa el futuro monitoreo de especies
en declinacidon y el estudio de enfermedades ddelapptencialmente relevantes para su
conservacion. En este sentido, la especie ubitymsiboas pulchelluse presenta como un
interesante modelo para el estudio de enfermedagsasicas, infecciosas y parasitarias.






Skin diseases of amphibians from Uruguay
and southeastern Brazil: new diagnhoses
and potential effects

Abstract

Amphibian diseases are a major issue in researdgecong species conservation and
management in captivity. Currently, there is ameasing interest on studies about diseases in
wild amphibian populations, mainly infectious onésie to the association of amphibian
population declines and extinction with chytridiozogis. This skin disease is caused by two
fungal species of the genusBatrachochytrium (Rizophydiales). One of them,
Batrachochytrium dendrobatidigBd), is distributed in temperate and tropical areas
worldwide. It is endemic of some regions like thdaAtic Forest biome in Brazil and has
become an emerging pathogen in others, for instawee areas in Middle America,
Australia and North America. The international #ad amphibians has contributed to its
global spread, being two of the most relevant vedpecies the American bullfrog
(Lithobates catesbeianuand the African clawed frogKénopus laev)s Different lineages of
Bd were recently identified, including a global panzodineage BdGPL) and one native
from South AmericaBd-Brazil). In Uruguay, this pathogenic fungus wasedetd for the first
time in a bullfrog farm in 1999, and the oldestesasn native amphibians correspond to
tadpoles collected in 2001 in the north.

Other diseases caused by eukaryotic microbes jatgriethal to amphibians are those
caused by fungal-like pathogens of the Class Idgpgrea. These infectious agents produce
granulomatous and ulcerative diseases in vertehramainly of skin and mucosae. Two
Orders are currently recognized, Dermocystida aratiiida, both affecting amphibians and
fish. The dermocystids are pathogens of vertebnatgs including manRhinosporidium
seebeni, and also of fish Oermocystidium, Sphaerothecumand amphibians
(Amphibiocystidium, AmphibiothecumOne species was described from Neotropical

amphibians in 1940 from Sao Paulo, Bradilemosporidium hylarujn now considered



under the synonymy oR. seeberi.The Eccrinida parasitic on amphibians and fish are
grouped in the genushthyophonusheing known in the first only from North America.

The main objective of this thesis is to present nmges of infection byd and
Ichthyosporea in wild amphibians from Uruguay, dssing their relevance for conservation.
The possible association of chytridiomycosis witdpplation declines of native species from
Uruguay is studied, mainlyPhysalaemus henseland Pleurodema bibroni.Besides, a
phylogenetic analysis of Dermocystida is presenieduding new cases from Brazil and
Uruguay along with a taxonomic revision of spegdesasitic on amphibians. Parasitic and
neoplasic skin diseases new to native amphibiaasatso described, and the available
information on amphibian eukaryotic skin pathogernthe region is reviewed.

The diagnoses of infection Bd were histological, with conventional haematoxylimda
eosin staining, and also using PCR. Positive resudire obtained from samples of 11 native
species Dendropsophus sanborni, Hypsiboas pulchellus, duisauruguayus, Leptodactylus
latrans, Limnomedusa macroglossaMelanophryniscus sanmartini, Odontophrynus
americanus, Physalaemus henselii, Pleurodema bipr&seudis minutusand Scinax
squalirostrig, and introduced specimens belonging to 3 spe@&sratophrys ornata,
Xenopus laeviand Lithobates catesbeianusOverall prevalence in the sample was 39 %,
ranging between 10 and 88 % (samples with X0). Spontaneous mortality episodes due to
Bdin nature were not recorded, but three specimehs mfcroglossanaintained in captivity
died from chytridiomycosis. The infection Bd presented seasonal variation in a population
of H. pulchellus,with higher prevalence in winter and early sprikligh prevalences were
also observed in wild and farmed bullfrogs. Theeation could not be detected through
histological analysis of specimens in collectiomdlected in Uruguay between 1953 and
1972. The study of partial sequences of the ITSoregf Bd allowed the identification of
three haplotypes in native amphibians, one of whvels also found in the abovementioned
introduced species. All of them belong to BdGPL lineage. This higher haplotype diversity
in native species agrees with recent retrospediudies on the Atlantic Forest biome in
Brazil, where bothBdGPL and Bd-Brazil are endemic and its presence predates the
introduction of alien amphibians.

New diagnoses of infection by Ichthyosporea weneedon the hylid speciddypsiboas
pulchellusand Scinax fuscovariudrom Uruguay and southeastern Brazil respectiv@tyme
specimens of both species presented nodular s&iionke which evidenced at histopathology
capsulated cysts in the dermis full of small endosp, characteristic of Dermocystida. This

condition was self-limiting under laboratory comalits, and prevalence in nature was higher
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during autumn, winter and early spring; numerowcspens exhibited also coinfection with
Bd. A case of infection detected in a specimei®sofuscovariugrom S&o Paulo was assigned
to Dermosporidium hylarumThe phylogenetic analysis based on sequencesdf88 gene
allowed revalidation of this species in the gemIgnosporidiumand the identification of
other two. One of them parasitizét pulchellusand was assigned tBhinosporidium
rwandae recently described from amphibians of tropicali¢e and for which a transoceanic
dispersal event is suggested. The second correspond new species @phaerothecum
parasitic ornS. fuscovariusa genus found herein for the first time in thetketn hemisphere
and in amphibian hostsBesides, the synonymyzation oAmphibiocystidium with
Rhinosporidiums proposed as it was not recovered as monophyhating its type specids
ranaeassigned to the latter, which takes precedence.

Other relevant results are the finding of a juverspecimen oHypsiboas pulchellus
from southern Uruguay bearing a swelling on its kbadentified at histopathology as
infection by Eccrinidal¢hthyophonusp.). This diagnosis is the first on amphibianssiolat
North America. Additional pathologic findings in g@imbians from Uruguay worth of
mention were larval parasitic cysts of tapewormaugeSpirometra(spargana) and mites
(Trombiculidae), and neoplasms. Sparganosis wagmtiously reported ifd. pulchellus,
and the parasitism by mites is novel in native afiphs. The neoplasms are a case of
subcutaneous lipoma iMelanophryniscus sanmartiaind two findings of melanophoromas
in H. pulchellusBoth neoplasms are rare in amphibians.

The present study provides background informataorfdture studies on declining native
amphibians and skin diseases potentially relevantlfeir conservation. In this sense, the
ubiquitous anuramHypsiboas pulchelluseems to be an interesting model for the study of

neoplasic, infectious and parasitic diseases.






INTRODUCCION GENERAL,
OBJETIVOS Y METODOLOGIA

Amphibia suffer the depredations of many «ind parasites
some of which are highly pathogenic, prodgcin

diseases which resemble those of man

G. K. Noble, 1931
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Capitulo 1

Introduccidn y objetivos

Anfibios: generalidades y conservacion

La Clase Amphibia se encuentra ampliamente distt#ban regiones tropicales y templadas
del globo. Su abundancia en muy variados tiposwl@entes le confiere un importante rol en
las cadenas troficas tanto de ambientes acuatauos terrestres (Duellman & Trueb 1986).
Estos vertebrados son ademas importantes paratassttulturas ya que han sido y son
utilizados con muy diversos fines, como consumeatee, aplicaciones médicas, estéticos y
en experimentacion (Noble 1931). Asociado a essos @xiste actualmente un importante
comercio internacional de anfibios, tanto de cniagdecomo de poblaciones silvestres
(Schlaepferet al. 2005). Los anfibios actuales pertenecen a tresdgsagrupos, el Orden
Anura que agrupa a la mayoria de las especiescic@socomo ranas y sapos, Caudata
integrado por tritones y salamandras, y Gymnophigma incluye formas apodas de vida
fosorial (Frost 2016).

Dos caracteristicas notables de la mayoria denfisi@s son su ciclo de vida doble y la
morfologia de la piel. Los anuros y caudados tiegiemeralmente un ciclo de vida con una
fase larval acuatica en cuerpos de agua dulcebiyoséerrestres o semiacuaticos luego de la
metamorfosis (Duellman & Trueb 1986). Debido a et de vida complejo, los anfibios
son vulnerables a condiciones ambientales advéasd#s en ecosistemas acuaticos como
terrestres. Su piel es en general lisa, muchas\wa#edamativos colores, esta desprovista de
anexos gueratinizados protectores, es muy ricdamlglas y bastante permeable al agua lo
cual hace que la mayoria de las especies no seanesistentes a la desecaciéon. La capa mas

externa de la piel o epidermis es generalmentedelgada, formada usualmente por unas 5 a
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7 capas de células, e incluye el estrato cOrnedatingado (1 o 2 capas), el estrato
granuloso, estrato espinoso y la capa basal; lmisesubyacente consiste en dos capas de
tejido conectivo, en la mas gruesa o estrato esporgon abundantes las células pigmentarias
o cromatoforos, glandulas de tipo seroso o mucoapilares y nervios, y en el estrato
compacto predomina colageno denso y tejido core¢fox 1994). Diversas patologias que
asientan en este delicado 6rgano tienen importamciaedicina veterinaria y son relevantes
para la conservacion de los anfibios (Wright & Vakédr 2001 Pessier & Mendelson 2010).
La anatomia microscoépica de la piel en un anfiipio $e indica en la figura I.1.

El conocimiento sobre la diversidad de los anfisesha incrementado notablemente
desde la segunda mitad del siglo pasado. Noblelj1€8 su clasica obrBhe Biology of the
Amphibiamencionan para ese entonces unas 1900 espedmsesvde anfibios, y poco mas
de medio siglo después Duellman y Trueb (19867 lem Biology of Amphibiansdican la
existencia de unas 3900 especies reconocidas. IAenee, éstas son mas de 7300, siendo
Anura el grupo mas numeroso mientras que Caudtaiacesformado por casi 700 especies
principalmente del hemisferio norte, y Gymnophiawmprende unas 200 formas poco
conocidas (Frost 2016). El descubrimiento de estabte diversidad de anfibios en tiempos
recientes contrasta con el creciente el nUmeraubiécaciones sobre declinacion y extincion
de numerosas especies (Gasebral 2007; Wake & Vredenburg 2008). Actualmente se
considera que los anfibios son un grupo de vertiglsranuy amenazado a escala global
(Stuartet al. 2004). Esta crisis de biodiversidad es un fenornmaatiifactorial (Blaustein &
Wake 1995; Collins & Storfer 2003), cuyos efectolre los ecosistemas apenas comienzan a
comprenderse (Whilest al 2006).

Al igual que sucede con otros grupos de vertebrddesamenazas mas importantes que
enfrentan los anfibios son la alteracion, pérdideagmentacion de habitat, especies exoticas
invasoras, enfermedades infectocontagiosas, cadiimatico global y polucién, todas ellas
muy asociadas a actividades humanas (Alford & Ra$hd999; Collins & Storfer 2003;
Beebee & Griffiths 2005; Navas & Otani 2007; Har&ekcDonnell 2008). Sin embargo, la
crisis de conservacion de los anfibios ha captagotdmente la atencion de la comunidad
cientifica durante los ultimos 25 afios. Esto seedela deteccion a escala global de episodios
de declinacién poblacional y extincion de espedasalogados como “enigmaticos”, y que
ocurrieron en cortos periodos de tiempo en hab#éts pristinos y poco alterados por el
hombre (Barinaga 1990; Blaustein & Wake 1990; Risll1990; Wake 1991, Collins &
Storfer 2003).
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FIGURA I.1. Hypsiboas pulchellugAnura, Hylidae).A, ejemplar macho adulto vocalizando para
atraer hembras hacia un sitio de reproduccion @lan®a, Dpto. de Rocha, Uruguay, 8/111/200B).
corte histolégico de piel dorsal de un ejemplaidtadiGierra de Mahoma, Dpto. de San José, Uruguay,
9/VI11/2005), tincién H&E. Barra = 20 um. Abreviaag: D, dermis; E, epidermis; cb, capa basal de la
epidermis; ce, conducto excretorio; ee, estratmrgepo de la dermis; ec, estrato compacto de la
dermis; gg, glandula granular; gm, glandula mucisag6foros, m, melanéforos; vs, vaso sanguineo;
g, queratina.
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Estos fendmenos contemporaneos de declinacidngioibdd comenzaron a escala global
a partir de la década de los 1970s y afectaron ragag especies (Carey 1993; Kagarise
Sherman & Morton 1993; Lauranet al 1996; 1997; Lips 1998; 1999; Green & Kagarise
Sherman 2001; Roat al. 2003; Burrowest al 2004; Stuaret al 2004). Sus causas son
dificiles de analizar por los efectos globales @ dctividades humanas (Pechmatral.
1991), pero se ha sefialado a epidemias de enfedesediafectocontagiosas y al cambio
climatico global como las mas relevantes (Dastalll. 1999; Alexander & Eischeid 2001;
Daszaket al 2003; Lipset al. 2006; Poundst al 2006; Wake 2007).

El estudio de microorganismos patégenos como paiemausa de declinacion y
extincion de anfibios a escala global se incrementhsiderablemente luego del
descubrimiento de la quitridiomicosis. Esta enfetate cutdnea se detectd asociada a
episodios de mortalidad masiva y severas declinasipoblacionales en anfibios de América
Central y Australia (Bergest al. 1998). La misma es causada por el hongo quitmidieto
Batrachochytrium dendrobatidi€Chytridiomycota, Rhizophydiales), descripto pamicore
et al. (1999).

Otras enfermedades infecciosas de los anfibiospgeeen afectar severamente la piel
han sido asociadas a episodios de morbilidad yatatd naturales, entre las mas relevantes
se encuentran la dermocistidiosis e ictiofonosissadas por microorganismos de la Clase
Ichthyosporea (Pascolimit al. 2003; Raffelet al. 2006; Raffelet al. 2008), la infeccion por
Ranavirus(Gray et al. 2009; Genget al. 2011), y diversas micosis e infecciones bactesiana
(ver Apéndice 1).

El estudio de patologias infecciosas y no infeasade los anfibios tiene actualmente un
interés creciente debido al desarrollo de programasconservacion y manejo para
conservacion ex-situ, y mantenimiento de coloniagautiverio con fines de investigacion,
docencia o comerciales (ej. Raverty & Reynolds 2@dlen & Owens 2002; Stacy & Parker
2004; Densmore & Green 2007; Gilbextt al. 2013). La informacion sobre enfermedades
emergentes 0 nuevas patologias de este grupo eslguntonces un particular interés para

profesionales en distintas areas de la biologidmaii@jan con anfibios.
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Estudio de las enfermedades de los anfibios

Las enfermedades que afectan a los anfibios hantsadicionalmente poco estudiadas en
relacion a las de otros grupos de vertebrados fReiach-Klinke & Elkan 1965; Mader &
Divers 2013). Incluso en el caso de aquellas erddanles a las que se dedica un gran
esfuerzo de investigacion como la quitridiomicokis,mecanismos patogénicos y la causa de
muerte han sido propuestos muy recientemente (\Geij Bt al. 2012; Voyleset al. 2012).

De todas formas, el estudio de las enfermedadeantlbios silvestres ocupa un lugar
destacado en la literatura cientifica relacionadedinaciones poblacionales y conservacion
de este grupo, particularmente las enfermedadestadontagiosas. Esto se debe a episodios
de mortalidad y declinaciones poblacionales en p@sn recientes atribuidas a la
quitridiomicosis, enfermedad considerada como yrontante factor en la crisis de diversidad
de los anfibios a escala global (Dasedlal. 2003; Muths & Hero 2010; Vredenbueg al.
2010).

La deteccién de morbilidad y mortalidad masivaspehlaciones silvestres de anfibios
enfrenta la dificultad de que las carcasas persdeo tiempo en el ambiente (Berger 2001),
son consumidas por carrofieros, o bien los indisderifermos son mas susceptibles de ser
predados. En el caso de las dermopatias, la desswigm rapida de la piel en ejemplares
recien muertos limita en gran medida el estudidageenfermedades que afectan a este
organo. Por otra parte, la interpretacion de hgtlazpatolégicos en anfibios no es sencilla,
aun cuando puedan identificarse patdégenos en earocasejemplares moribundos, y se
requiere entrenamiento y familiarizacion con latamaa normal (Berger 2001).

La valoracion de los efectos deletéreos de pat@&eguiere ademas de una definicion
del concepto de salud asi como de la identificaclénindicadores de enfermedad. Las
definiciones explicitas del concepto de salud yenédad no son comunes en libros de texto
sobre medicina veterinaria. Las mas generalizadda kteratura reciente fueron examinadas
por Gunnarsson (2006) y corresponden a diferentésqees, algunos de los cuales son
aplicables al estudio de anfibios silvestres comdeela salud asimilada a “normalidad”
(anatébmica, comportamental), a “funcion biol6gicamal”, y a “homeostasis” (que implica
rangos de normalidad). Estas definiciones opera@smo son facilmente aplicables a casos
concretos. Si consideramos por ejemplo a la giotmdosis de los anfibios, podremos ver
que ademas de las dificultades mencionadas enrraff@anterior en relacion a la deteccion

de brotes en condiciones naturales, los sintomda dafermedad varian entre especies de
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hospedadores (Berget al. 1999; Rachowicz & Vredenburg 2004). Con el deskrrde
técnicas moleculares basadas en la técnica de B@Rmcional o de punto final (Annés al.
2004) para la deteccion de la region ITS1 (Inteigemranscriber Spacer 1) de
Batrachochytrium dendrobatidida sensibilidad del diagnéstico mejoré notablermetin
respecto de las técnicas histolégicas. La postestandarizacion de protocolos de PCR en
tiempo real aumenté aun mas la sensibilidad desestétodos, al punto de detectarse la
presencia de tan solo una zoospora (Beylal. 2004; Krigeret al. 2006). Por este motivo,
fueron sugeridos como la primera eleccidén paraagnbstico de quitridiomicosis (Kriget
al. 2006). Algunos autores indicaron luego que el @inbe consideracion de un individuo
como enfermo se situaria en un minimo aproximadd0d@00 zoosporas (Vredenbuegal.
2010; Kinneyet al.2011). Sin embargo, la correcta valoracion detgstede cuantificaciones
resulté ser mas compleja de lo que se pensabasalluiirse poco después la existencia de
numerosas cepas &e dendrobatidicon diferente virulencia (Farret al. 2011; Schloegest
al. 2012), y que tienen ademas un niumero de copitsrdgion ITS que varia entre 10 y 144
(Longo et al. 2013). Por su parte, la histopatologia aunque meensible, permite detectar
lesiones diagnosticas de enfermedad y no simplemkntpresencia del patdégeno (ver
discusién en Smith 2007).

En suma, la evaluacion del rol de las enfermedadedeclinaciones poblacionales de
anfibios requiere de la valoracion de datos obtenid partir de diversas fuentes. Estas
incluyen ademas del diagnostico molecular, la smatologia clinica, patologia macro y

microscopica, y datos sobre la dinamica espadiatporal del hospedador y el patdgeno.
Anfibios de Uruguay: estado de conservacion

En Uruguay hay 47 especies de anfibios anurosastisna especie nativa de Gymnophiona,
y una especie de anuro exotica asilvestrada (Mangy€arreira 2012). Nuestras especies
nativas tienen una rica variedad de patrones numimbs, ritmos de actividad estacional,
modos reproductivos y uso diferencial de habittsrfo 1953; 1964; 1977; Cei 1980; de Sa
& Gerhau 1983; Langone & Prigioni 1985; Langagteal. 1985; Kolenc 1988; Prigioni &
Garrido 1989; Langone 1993; Camargal 2005; Kolencet al. 2007; Canaveret al 2008).
Nuestra mayor riqueza de anfibios se encuentrandvieates costeros y de serranias, en
donde se encuentran tanto especies propias de astmentes como aquellas ampliamente
distribuidas (Nufieet al. 2004; Prigioniet al. 2011).
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Para varias de estas especies distintos autoressugerido un delicado estado de
conservacion a nivel local utilizando diversoseciis y metodologias, siendo las principales
amenazas propuestas la alteracion y destrucciornatétats por urbanizacion y otras
actividades humanas (Maneyro & Langone 2001; Laegdral 2004; Stuaret al. 2008;
Canaverocet al. 2010; Langone 2011; Arrietat al. 2013; Carreira & Maneyro 2015; IUCN
200472015"). Otra amenaza potencial para nuestnfibias es la presencia de poblaciones
silvestres de la Rana toro norteamerichithobates catesbeianu&aufer et al. 2008), una
especie predadora de otros anuros e invasora (N&av@sani 2007). Las enfermedades
infecciosas asociadas a declinaciones en anfibessaa global que se han diagnosticado en
Uruguay son la quitridiomicosis, identificada eraderos comerciales de Rana toro (Mazzoni
et al. 2003) y en especies nativas (Bortadtal. 2009; Bardieet al. 2011), y la infeccion por
Ranavirusdetectada en un criadero de Rana toro (@a#i. 2006).

El conocimiento de muchos aspectos de la hist@taral de los anfibios de Uruguay es
aun fragmentario, incluso muchos de ellos han dekrubiertos o descriptos recientemente,
como por ejempl@dontophrynus maisum@&osset 2008)hysalaemus cuvie(Maneyro &
Beheregaray 2007) §cinax aromothyell@Prigioni et al.2005). La consideracion de distintas
categorias de amenaza para los anfibios en regitamee su biologia ha sido poco estudiada,
puede inducir a un sesgo hacia la sobreestimaebniinero de especies en peligro (Pimenta
et al 2005). Numerosas especies nativas de anfibiosidarconsideradas como amenazadas
(Canavercet al. 2010; Langone 2011; Arriett al. 2013; Carreira & Maneyro 2015), siendo
el Unico estudio de caso disponible sobre declimapoblacional el d@leurodema bibroni,
figura I.2. La declinacién poblacional en esta espseria al parecer multifactorial, y habria
ocurrido en forma concomitante a las de otros ancomoCeratophrys ornatalPhysalaemus
fernandezag Physalaemus hense{liKolencet al 2009).

En este trabajo se presentan resultados sobre edtao de enfermedades de anfibios
nativos e introducidos en Uruguay, discutiendo dsilpe involucramiento de la
quitridiomicosis en fenédmenos de declinacién pdblal ocurridos en especies nativas,
principalmente Physalaemus hensely Pleurodema bibroni.Se reportan ademas otros
hallazgos patoldgicos en anfibios de Uruguay ydeuBrasil, principalmente enfermedades de

la piel causadas por microorganismos eucariotas.

17



Objetivos

Los objetivos generales de esta tesis fueron:

nuevos diagnésticos de

FIGURA 1.2. Pleurodema bibroni
(Anura, Leptodactylidae)A, habitat
remanente en las margenes del Arroyo
Solis Grande, Jaureguiberry, Dpto. de
Canelones, Uruguay (21/IX/2012). Se
aprecian cuerpos de agua temproales y
semi-permanentes con vegetacion
herbacea yEryngium, rodeados de
monte indigena yEucalyptus. B,
ejemplar macho vocalizando por la
noche, misma localidad, 6/V1/2012).

enfermedades depidh en anfibios,

1) Comunicar

principalmente infecciosas, y valorar su importarmara la conservacion del grupo.

2) Realizar una revision del conocimiento disponildbre enfermedades infecciosas de

la piel en anfibios de la regién, causadas poraoigranismos eucariotas.
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Capitulo 2

Materiales y metodos generales

Area de estudio

Los especimenes de anfibios estudiados, tanto laguebtenidos en colectas como los
presentes en colecciones bioldgicas, provinieroyonitariamente del sur y este de Uruguay,
y del sureste de Brasil. Las localidades visitadasante el trabajo de campo en Brasil
correspondieron a ambientes de los biomas Cerrddaty Atlantica, y areas de transicion
entre ambos. Las mismas presentan una estacionyseca estacion mas lluviosa que
comienza en la primavera, con precipitacion vagiad#gun la region. Las localidades de
estudio en Uruguay se ubican en la Region biogéogrRrovincia Pampeana, caracterizada
por paisajes de praderas, principalmente de llanurderrumpidas por serranias que no
superan los 1200 m sobre el nivel del mar (Cal&enéllink 1973; Morrone 2014). El clima
en esta regiéon es templado con cuatro estacioragdefinidas, una temperatura media anual
de 18 °C y precipitaciones que se sitlan entrd20€ y 1400 mm acumulados anualmente,
sin una estacion seca o lluviosa bien definidast@@et al. 2010). Las unidades de paisajes

de Uruguay mencionadas en el texto siguen la petpule Evia & Gudynas (2000).

Especimenes de estudio: colectas de anfibios y colenes

Las colectas de anfibios se realizaron medianitagiso sistematicas a diversas localidades,
procurando en cada sitio la deteccion de ejemplmérmos. En dos localidades proximas
entre si, La Paloma y Laguna de Rocha, Dpto. dd&ddruguay, se realizaron muestreos

estacionales para observar variaciones en la @rasial de algunas enfermedades.
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Se muestrearon variados cuerpos de agua naturalesigiales, tanto temporales como
permanentes, en los que se capturaron anfibiososnadultos, subadultos, juveniles y
ocasionalmente larvas. Los ejemplares postmetarndrfien general se capturaron
manualmente principalmente mediante busqueda adiivante la noche, utilizando una
fuente de luz artificial. Las larvas de especids/as se colectaron con redes de mano y las de
Rana toro norteamericand.ithobates catesbeianuscon redes de arrastre. Todos los
ejemplares que fueron colectados se identificaconun nimero de campo y se transportaron
individualmente en bolsas de polietileno. Una vez ek laboratorio fueron sacrificados
mediante aplicacion cutanea de pasta de lidocdlrta, 2tiquetados individualmente, fijados
en formalina 10 % y almacenados en etanol 70 99.(&Vregistro de la longitud hocico-
cloaca (LHC) de ejemplares postmetamorficos sézreabn un calibre de acero SOMMET
La nomenclatura taxonémica sigue a Frost (201@)syestadios larvales corresponden a la
clasificaciéon de Gosner (1960). Las colectas erglly se realizaron con autorizacion de la
Division Fauna, Direccion General de Recursos MNégar Renovables, Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca (permisos #1043/20Q017/2003, 195/2006, 18/2009,
01/2010 y 199/2013). El protocolo de campo partotaa de muestras en el estudio de la
quitridiomicosis fue aprobado por el Comité de &ten Experimentacion Animal de la
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republtamtevideo.

Los especimenes colectados en Uruguay y Brasil egmsitaron en la coleccion
herpetologica del Museo Nacional de Historia Ndjuvkontevideo, Uruguay (MNHN), y en
la Coleccion herpetoldgica Célio F. B. Haddad, 8elpartamento de Zoologia de la
Universidad Estadual Paulista - UNESP, Campus de ®iaro, Sdo Paulo (CFBH),
respectivamente. Adicionalmente se estudiaron dpe®p de las siguientes colecciones
herpetologicas: ARGENTINA, Centro Nacional de Imigeciones lolégicas (CENAI),
depositada en el Museo Argentino de Ciencias Nawirdernardino Rivadavia”, Buenos
Aires, Argentina (MACN); BRASIL, coleccién de anifils del Museu de Ciéncias Naturais,
Fundacdo Zoobotanica, Porto Alegre, Rio GrandeuddMNCN), coleccion herpetoldgica del
Museu de Ciéncias e Tecnologia, Pontificia Unidade Catdlica do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul (MCP), colecciorpbildgica de la Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande df Brasil (UFRGS); URUGUAY,
Coleccién de Batracios del Departamento de Zooldtgiegebrados, Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica, Montevideo (ZVCB). rieaterial de estudio se detalla en el

Apéndice 2.
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Registro de lesiones y diagnoéstico anatomopatologic

Para el diagnéstico macro y microscopico se comsuit diversas fuentes sobre patologia
general de anfibios (Berger 2001; Wright & Whitak#01; Pessier & Mendelson 2010;
Berger & Green 2012), malformaciones (Meteyer 200@nfermedades cutaneas de diversa
etiologia que se listan en el Apéndice 1. El regide lesiones macroscopicas incluyé en un
examen a simple vista, toma de fotografias, obsgmwacon una lupa binocular NIKON C-
LEDS® a 10-50X, y fotografia bajo la lupa con una canygseograma Micrometrics LE

El examen post-mortem de algunos ejemplares inclaydiseccion de la cavidad
celémica (Nichols 2001), y se realizd con la ayddauna lupa binocular. Las muestras de
tejidos para estudios histopatoldégicos se tomaraediante diseccion con lupa, y se
mantuvieron en el mismo liquido fijador de los e$p®nes. Las mismas fueron procesadas
rutinariamente para examen histoldgico, incluidagparafina liquida, seccionadas a 5 um,
montadas en laminas de vidrio, y tefildas mayoaitaente con hematoxilina y eosina (H&E).
Para ello los cortes montados en las laminas spaddsaron con xilol 20 min y se
hidrataron por pasajes en tres alcoholes decresi€h00, 80, 50 % v/v, 10 min cada uno) y
finalmente agua corriente 5 min. Se trataron luego hematoxilina 10 min, se realiz6 un
virado con agua corriente 10 min, y luego se apéodina 3—4 min. Posteriormente las
muestras se deshidrataron por pasajes en alcotyol@8 % v/v, luego se realizo un bafio con
xilol de 10 min y se montaron en cubreobjetos caisdamo de Canada. En algunas rutinas se
utilizé la tinciébn de Gram (modificacion de HickgrPAS (acido peridédico de Schiff), con
kits comerciales Biopalk La primera se realizé coloreando las muestrapalatnadas
montadas en portaobjetos en solucién de cristdétadl min, lavandolas luego con agua
corriente, coloreando con solucion lugol 1 minayando nuevamente. Luego se decoloraron
por arrastre con el decolorante durante 5 s, si dam agua corriente, y posteriormente se
realizé coloracion de contraste con solucion deasafa por 1 min, con un lavado final en
agua corriente y montaje de cubreobjetos. La tm&lAS se realiz6 también sobre muestras
montadas desparafinadas, aplicando acido perid@k% durante 5 min, luego reactivo de
Schiff 20 min, se lavdé con agua corriente y luegoaglico coloracion de contraste con
hematoxilina por 1 min y un Ultimo lavado con agt@riente previo al montaje con
cubreobjetos. En algunos casos se realizaron frptes se colorearon con “tincion 15”
utilizando un kit comercial Biopfir las muestras se fijaron con calor, se aplicdidijal5 s,

luego solucidén de colorantes tiazinicos 15 s, y@oh de colorantes xanténicos 15 s.
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Las preparaciones histologicas se observaron-A0B0X con un microscopio binocular
NIKON E10(°, y se fotografiaron con una camara y programa diatrics LEY. Las
mediciones se realizaron sobre imagenes digit@lestprograma Image J 148Abramoff
et al.2004; disponible en http://imagej.nih.gov/ij/dowatbhtml). A los efectos comparativos
se hicieron preparaciones histologicas de pielndividuos en apariencia sanos o en su
defecto de zonas libres de lesiones. En algunastrasede piel con lesiones debidas a
infeccidn se realizaron estudios adicionales derows@opia electronica, para estudiar la

estructura de los microorganismos involucrados.

Técnicas moleculares y secuencias de ADN

Muestras y extraccion de ADNa identificacion de microorganismos patdgenogesaézo en

muestras obtenidas mediante hisopados de pielgyepes trozos de piel o del disco oral de
larvas extraidos por diseccién. Los hisopados paraleteccion deBatrachochytrium
dendrobatidisse realizaron frotando 5 veces el abdomen y lar§o@ ventral de cada
miembro y fueron conservados en tubos secos (ldyait 2007; Van Sluy®t al. 2008). Las
muestras de tejidos obtenidas mediante diseccidijasen en etanol 95 % v/v. Todas las
muestras se almacenaron a -20 °C hasta su proesgami

Las extracciones de ADN se realizaron con el kihexial DNeasy Blood & Tissue Kit
QIAGEN®. En el caso de muestras conservadas en etanelfusstremovido en un roto-
evaporador de vacio. El procedimiento de extracsignio las instrucciones del fabricante
con modificaciones menores (indicadas entre pasiteA cada muestra, incluyendo el
hisopo segun el caso, se le agregaron pROde proteinasa K y 18Qu del buffer
correspondiente. Los tubos se agitaron para meetleontenido, se incubaron durantet3
horas a 56 °C, agitdndose regularmente duranteldacion. Posteriormente cada lisado se
agitd 15 s y se agregaron 20i0de etanol absoluto y 200 de buffer de lisis “AL”". Se agito
nuevamente para un correcto mezclado y se colodd cauestra en una columna de
extraccion (incluido el hisopo si lo hubiere). Smntrifugd luego en una microcentrifuga
Eppendorf a 6.000 g 1 min (se repiti6 este paso una vez,ndésgartandose el eluido y
eventualmente el hisopo. Se adicion6 a cada mueB@ral de buffer de lavado “AW1” y se
centrifugd a 6.000 g 1 min descartandose el eluskguidamente se agregaron 30Qe
buffer de lavado “AW2”, y se centrifugd a 20.00@ gnin, nuevamente eliminando el eluido.

Las columnas se transfirieron luego a un tubo e Eppendorf de 1,5 ml, agregando a cada
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una 50ul de buffer de elucién “AE” (o agua purificada a@stemas Milli-@), y se centrifugd
a 6.000 g 1 min conservando el eluido final quetieoe el ADN de la muestra (este ultimo

paso se repitié obteniéndose un eluido final dexapradamente 100l).

PCR Se utilizé la técnica convencional de punto fiman kits comerciales de ADN
polimerasa PfU SBS GenetécH as reacciones se realizaron en un volumen tteta25ypl
con una concentracion @M de cada primer, 1X de buffer, 0,2 mM de dNTPS, 0,de la
enzima y 10ul de muestra (conteniendo aproximadamente 10 néi¥). Las mismas
fueron analizadas por electroforesis en geles tlagotamida 12 %, utilizando buffer TBE
(Trizma® 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2 mM). Los gelestiieron con sales de plata
siguiendo a Sanguineti al.(1994), fueron fijados por 5 min en una solucioretinol 95 %
viv (10 %) y acido acético (5 %), luego se apliodbario de nitrato de plata (0,23 %) durante
8 min y se revelaron en una solucién de hidroxidsadio (3 %) y formaldehido (0,5 % de
solucion 37 % v/v). Los cebadores y controles amoedientes se detallan en cada caso.

SecuenciaciénAlgunos productos de PCR fueron purificados zdilido el Quiaquick PCR
Purification kit, Qiagefi, siguiendo las instrucciones del fabricante condiffemciones
menores. A cada muestra se agregdé 5 veces el woldmaeaccion de PCR del buffer de
lavado inicial “PB”, y se centrifugd en microcefuga a 17000 g 1 min. Luego se

adicionaron 750 pl del segundo buffer de lavado”“fEse centrifugd nuevamente. Se
realizaron dos eluciones, cada una con 50 pl de aguficada en sistemas MilliQ y
finalmente se concentré el eluido en un roto-evagar de vacio hasta alcanzar un volumen

final de 15 pl.

Manejo de secuenciakos productos de PCR purificados se secuencimaambos sentidos

en el Institut Pasteur, Montevideo, Uruguay. Enaslo de individuos pertenecientes al Orden
Dermocystida se obtuvieron secuencias por duplieaddlacrogen Inc., Seul, Corea. Las
secuencias crudas en forma de cromatogramas fadi@maas a ojo con el programa Chromas
Lite 2.1.1° (Technelysium Pty. Ltd., Australia; http://techysim.com.au/). Para confirmar
su identidad se realizaron busquedas en la basgatts GenBank mediante algoritmos
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; BasBLAST, nucleotide blast, nucleotide
collection, megablast, optimize for highly similaequences, “default” parameters). La
calidad de los cromatogramas se controld realizaalltieamientos con las secuencias
FJ010548 deBatrachochytrium dendrobatidigFederici et al. 2008) y EF493028 de
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Amphibiocystidium viridescendRaffel et al. 2008), empleando el programa CLUSTALX

2.0.11 (Larkinet al.2007; http://www.clustal.org/clustal2/). Posteri@mte se eliminaron las

zonas correspondientes a los cebadores utilizados.

Algunas abreviaturas y simbolos utilizados

°',""(grados, minutos, segundos; coordenadas min (minutos)

geograficas)
°C (grados Celsius)
# (namero)
pI (microlitros)
pm (micrometros)
X (media aritmética)
ADN (&cido desoxirribonucleico)
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
cm (centimetros)
com. pers. (comunicacion personal)
c.s.p. (cantidad suficiente para)
dNTPs (deoxinucleétidos trifosfatos)
Dpto. (Departamento)
DS (desvio estandar)
E (este)
EDTA (acido etilendiaminotetraacético)
g (gramos)
H&E (tincion de hematoxilina y eosina)
IC (intervalo de confianza)
ITS1 (Intergenic Transcriber Spacer 1)
IUCN (= UICN, International Union for the
Conservation of Nature)
km (kildmetros)
LHC (longitud hocico-cloaca)
m (metros)

ml (mililitros)

mm (milimetros)

mM (milimolar)

n (nUmero de muestra)

N (norte)

NE (noreste)

ng (nanogramos)

nm (nanémetros)

obs. pers. (observacién personal)
p (probabilidad estadistica)

P (proporcion de la muestra)
PAS (acido periddico de Schiff)
pb (pares de bases de ADN)
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
pg (picogramos)

s (segundos)

S (sur)

SE (sureste)

s.n.m (sobre el nivel del mar)

U (unidades enziméaticas)

UV (radiacion ultravioleta)

v/v (relacion volumen/volumen)
W (oeste)

X (factor de magnificacién, microscopia)
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QUITRIDIOMICOSIS

Our expanding knowledge &. dendrobatidisas an emerging disease of
amphibians is exposing a complex interplayvafiables, especially of

temperature, phylogeny of species, and lisgoly characteristics

J. R. Longcoreet al.,2007

Introduccion

La quitridiomicosis de los anfibios es una enferatedutanea potencialmente letal luego de
la metamorfosis, causada por hongos del géBatachochytrium(Bergeret al. 1998). Las
dos especies descriptas son los Unicos represestdelt Phyllum Chytridiomycota parasitos
de vertebrados (James$ al. 2006). Una de ellaBatrachochytrium dendrobatidiéBd), se
encuentra globalmente distribuida en Africa comtiak Asia, Australia, Centroamérica,
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Europa, Norteamérica, Nueva Zelandia, Sudamérica&cientemente se ha encontrado en
anfibios provenientes de Madagascar (Bergeal. 1998; Bergeret al. 1999; Morell 1999;
Mutschmanret al.2000; Ron & Merino 2000; Bosc#t al.2001; Waldmaret al.2001; Olson

et al.2013; Kolby 2014; Jame= al.2015). Durante el transcurso de este estudio egansia
especie patdégena de anfibios originaria de Asia identificada, Batrachochytrium
salamandrivorans,causante de mortalidad y declinacién poblacionalsalamandras de
Europa (Martekt al.2013; Martelet al.2014)

Las dos especies dBatrachochytriumson muy similares, su ciclo de vida es en
apariencia simple, tienen zoosporas moéviles y fatps que alcanzan los hospedadores a
través del medio acuatico; una vez que comienzaffiase parasitaria dan origen a un
esporangio que produce zoosporas, liberadas pouhande descarga (Berget al. 2005;
Martel et al. 2013). Las zoosporas carecen de pared celulatemigEsy son sensibles a la
desecacion, calor y agentes quimicos a concentiexiosuales de desinfecciéon (Longoetre
al. 1999; Johnsomt al. 2003). No se han descripto esporangios resist@mesd ambiente
como ocurre con otros hongos (Di Resal. 2007; Morgaret al. 2007).

Estos quitridiomicetos parasitos crecen en tejgleeratinizados por lo que su deteccion
puede realizarse con facilidad en muestras de geehnfibios adultos y en el epitelio
adyacente a estructuras orales queratinizadassdarias (Bergeet al. 1999a; Hyattet al.
2007; Martelet al.2013). Las larvas de anfibios anuros infectadasgmtan pérdida variable
de queratina no letal que es caracteristica dedsepcia dd8d aunque no exclusiva de la
quitridiomicosis (Knapp & Morgan 2006; Symonds al. 2007), figura H1. La infeccidn
puede ser transmitida al metamorfo, etapa del delgaen la cual ya se registra mortalidad
(Rachowicz & Vredenburg 2004). Los ejemplares mpostamorficos pueden contraer la
infeccidn al estar en contacto con un medio acoi@inteniendo zoosporas, o bien en forma
indirecta a través de superficies contaminadasnaividuos infectados (Kolbet al. 2015).

En anfibios adultos afectados clinicamente se whsarxcesiva ecdisis, eritema y
decoloracion de piel en abdomen y muslos, con igmeatosis, hiperplasia e hipertrofia
(Rachowicz & Vredenburg 2004).

En adultos puede ocurrir invasion de las capasupdats de la epidermis mediante el

desarrollo de un tubo germinal que penetra endagas epiteliales (Van Roagt al. 2012).
La afeccion severa de la piel en ejemplares posssm@ficos puede conducir a la muerte a
consecuencia de una alteracion de la funcién deowsgulacion de la piel, que cursa con
hiponatremia e hipocaliemia, acompafadas de unackha de rehidratacion disminuida
(Voyleset al. 2007; Voyleset al. 2009; Carveet al.2010; Voyleset al. 2012).
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suprarrostrodonte

infrarrostrodonte

FIGURA II.1. Infeccién porBatrachochytrium dendrobatidien larvas de anuros de Uruguay.
lzquierda: disco oral normal dBleurodema bibroni.Barra = 0,5 mm. Derecha, arriba: corte
histologico sagital de un disco oral de una lareaPthysalaemus henseliEl suprarrostrodonte
presenta escasa queratina (color oscuro), el inf@odonte ha desaparecido y hay numerosos
esporangios (flechas), tinciobn H&E. Barra = 50 |Darecha abajo: corte histolégico transversal de un
disco oral deHypsiboas pulchelluskEl tejido entre los denticulos cérneos presentmenasos
esporangios maduros (flechas), tincion H&E. Bar@0f1m.

La piel de los anfibios postmetamoérficos es entsralelinico érgano requerido para el
diagnostico de infeccion pdsd, que tiene predileccion por zonas ventrales deictioy
miembros (Bergeret al. 1999a) A la histopatologia son diagnosticas la presenaa d
esporangios esféricos en el estrato cérneo deitkerems (y epitelio del disco oral de las
larvas) que miden entre 6 y 15 um, con un contehalnogéneo basofilico que da origen a
4-10 esporas de-2 um en estadios mas maduros, y pueden observdrge tle descarga
(2-4 um) y septos internos en esporangios vacios éBet@l. 1999a).

La infeccion puede presentar una marcada estaiadakn zonas templadas, siendo
menor su incidencia en épocas calidas (Bergeral. 2004; Kriger & Hero 2006).
Temperaturas medias (Z3 °C) parecen aumentar la virulencia Bd y disminuir la
respuesta inmune de algunos hospedadores (Ribas. 2009). Temperaturas mas altas
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favorecerian la inmunidad, asi como también la a@dnay eliminacion del patdégeno
(Woodhamset al. 2003; Chatfield & Richards-Zawacki 2011; ForresE&hlaepfer 2011Bd

es capaz de persistir en el ambiente en sedimdritogdos y eventualmente podria ser
transportado en plumas de aves (Johnson & Speffs §thospedadores no anfibios como
crustaceos y reptiles (Kilburet al. 2011; McMahonet al. 2013). Recientemente se ha
comprobado también que puede ser dispersado povieay el viento (Kolbyet al.2015a).

Quitridiomicosis y declinaciones poblacionales

Desde poco después de su descubrimiento, la dgoitricbsis debida aBd ha sido
considerada como una enfermedad emergente debide aumerosos reportes sobre la
aparente expansion de su rango de distribucion igoemento de su impacto sobre
poblaciones silvestres de anfibios (ej. Daszkl 1999; Bradleyet al. 2002; Daszalet al
2003; Muthset al. 2003; Rachowiczt al. 2006; Schloegeét al. 2006; Ryanet al. 2008;
Fisheret al. 2009; Kriger & Hero 2009; Loétterst al. 2009; Todd-Thompsoet al. 2009;
Vredenburget al. 2010; Mendelson lllet al. 2014). Esta enfermedad se ha encontrado
asociada a episodios de morbilidad y mortalidadivaague han derivado en declinaciones
poblacionales y extincidbn de numerosas especiescaaeglobal, por ejemplo en América
Central y norte de Sudamérica, principalmente dntdtd montafiosos (Berget al. 1998;
Lips et al 2003; Lipset al. 2004; La Marceet al 2005; Whitfieldet al 2005; Lipset al
2006; Poundst al 2006; Skerratet al. 2007).

El origen de las epidemias de quitridiomicosis I@o smotivo de debate. Se han
propuesto dos hipotesis sobre el origen de lasndeobnes asociadas a esta enfermedad. Una
es la “hipdtesis de epidemia”, segun la cBdlseria endémico de las regiones donde han
ocurrido declinaciones debidas a quitridiomicogis “hipotesis del patégeno nuevo” sugiere
queBd habria ingresado recientemente en estos lugaseh@Riczet al.2005). En el primer
caso factores naturales o antropogénicos habrisendadenado las epidemias en nuevos
hospedadores susceptibles (Carey 1993). El canimético global se ha sugerido como un
factor importante para el desarrollo de las mis(Rasindset al. 2006; Alfordet al 2007,
Poundset al 2007), sin embargo esto ha sido cuestionadotpos autores (Lipst al.2008;
Kriger 2009). Por otra parte, la escasa varialidliganética dd8d conocida hasta no hace
mucho tiempo se consideré como una fuerte evidemdavor de la hipotesis del patdbgeno

nuevo (Morganet al. 2007; Jame®t al 2009). La principal via de diseminacién Bd
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entonces propuesta fue el trafico internacional atdibios vivos, siendo los vectores
potenciales mas importantes las ranas africanasgéiebro Xenopusmuy utilizadas en
investigacion y aplicaciones biomédicas (Weldaral. 2004; Fisher & Garner 2007), y la
Rana toro norteamericadthobates catesbeianugsiada para consumo humano (Daseak
al. 2004; Hanselmanet al. 2004; Rachowicet al. 2005; Garneet al. 2006; Fisher & Garner
2007; Schloegedt al. 2009).

Estudios mas recientes en base a variabilidad deac@res moleculares eBd
sugirieron que el origen de este patdgeno podridagen (Gokat al. 2009). Sin embargo,
un reciente estudio de Rodriguet al. (2014) en anfibios de la Region Neotropical se
encontré en el bioma Mata Atlantica la mayor laia@én genética d&d conocida hasta el
momento. Este trabajo planteé un nuevo escenafiwe sta historia evolutiva dé3d,
desafiando las hipétesis sobre sus origenes asigtiafricano. Los autores encontraron
prevalencias estables (~ 20 %) por mas de 100 exfiaferentes familias de anfibios de la
Mata Atlantica, para cepas pertenecientes al lipaj@génico global y cepas nativas de
Sudamérica. Si bien las especies exoticas de asffnieden haber contribuido al ingreso de
cepas ddd a la region, este hongo ha estado presente enaanfibotropicales mucho antes
de su introduccién. La importancia de la quitridionsis en declinaciones poblacionales de
anfibios de Brasil ya habia sido cuestionada poBdtm-Gitiranaet al. (2009), dado los
numerosos registros de infeccion @i en una amplia region geografica sin la observacion
de eventos de mortalidad como los ocurridos ersatomtinentes (ver Carnaved al. 2006;
Toledoet al.2006; Toledcet al.2006a). El origen Neotropical dx debe investigarse mas a
fondo ya que Tallegt al. (2015) publican también el hallazgo de viejos satminfeccidon en
anfibios de Norteamérica, el mas lejano corresporidia 1888, y recientemente Faigal.
(2015) reportan casos de infeccion en Corea deteNen 1911. Otras posibles formas
naturales de transmision del patdgeno, diferentemearcado internacional de anfibios,
también deben tenerse en cuenta (Lips 2014). Lablpogente larga coexistencia en
Sudameérica de distintos linajes Blé con una gran diversidad de hospedadores (Rodrguez
al. 2014), provee de un enorme campo para el estwgimg factores involucrados en la
tolerancia al patégendips 2014).

En esta seccién se aborda el estudio de algunestasgbasicos de la infeccion g en
anfibios de Uruguay. El Capitulo 3 presenta un mmeesprimario sobre este patdgeno en
especies nativas, con el hallazgo de nuevas leclgly hospedadores, y variacion estacional
de su prevalencia. En el Capitulo 4 se estudiaf&cion en especies introducidas, y en el

Capitulo 5 se realiza una caracterizacién moleaédas cepas d&d existentes en Uruguay.
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Capitulo 3

Quitridiomicosis en anfibios nativos

Resumen

Se presenta en esta seccibn un muestreo sobre Ueemma de infeccion por
Batrachochytrium dendrobatidi¢Bd) en especies de anfibios nativas de Uruguay. Este
patdgeno se detectdé en numerosas localidadesmeb-eir y este del pais, en distintos tipos
de ambientes, en los anur@endropsophus sanborni, Hypsiboas pulchellus, duka
uruguayusleptodactylus latrand,imnomedusa macroglossdelanophryniscus sanmartini,
Odontophrynus americanus, Physalaemus henseliyr&tiema bibroni, Pseudis minutus,
Rhinella arenarunmy Scinax squalirostrisEn las especies mejor representadas la frecuencia
de infeccién fue alta, entre 10 y 88 %. Esta prgsema marcada estacionalidad lén
pulchellus,con valores mas altos en invierno y primavera tamg siendo mas baja en otofio
y primavera avanzada, no detectdndose en verar®.résultados sugieren qugd se
encuentra en equilibrio con los hospedadores, ypregencia no se asocid a episodios
espontaneos de morbilidad o mortalidad masiva défapmnes silvestres. Sin embargo, tres
ejemplares dd.. macroglossapositivos aBd evidenciaron sintomas de quitridiomicosis

clinica en el laboratorio, muriendo poco después.
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Introduccioén

En la region centro-este de Sudamérica, la quiimdiosis debida @atrachochytrium
dendrobatidis(Bd) se ha considerado como una de las causas de értipablacional en
anfibios andinos del géneiieelmatobiugBarrionuevo & Mangione 2006). En otras regiones
templadas del continente, la relacion de esta ef@ad con declinaciones de anfibios no es
evidente. En Uruguay, numerosas especies nativasoissderan en delicado estado de
conservacion, y al igual que en muchas otras regida destruccion de habitat es una de las
principales amenazas (Maneyro & Langone 2001; Lae@b al 2004; Stuaret al 2008;
Kolencet al 2009). Sin embargo, el conocimiento sobre aspdudsicos de la biologia de la
mayoria de las especies nativas es aun incipigmrteinico estudio de caso sobre declinacion
poblacional es el realizado soli?keurodema bibroniEste anuro ha sufrido una significativa
retraccion de su rango de distribucion en Urugwahyparecer de naturaleza multifactorial
(Kolenc et al 2009). Otras especies de anfibios nativos prasem patron de declinacion
similar en el sur del pais, como es el casoC#gatophrys ornata, Melanophryniscus
montevidensig Physalaemus henseléntre otros (Kolenet al. 2009; ver Apéndice 3).

La relacién de estos episodios de declinacién paiial en anuros nativos de Uruguay
con la quitridiomicosis no es clara (Bortegbal.2009; Kolencet al.2009). Esta micosis fue
detectada por primera vez en el pais en criaderé¥ada toro norteamericana (Mazzenal.
2003; Garneet al. 2006). Poco después la infeccion Borfue identificada en ejemplares de
especies nativas en estado silvestre proveniergesalte y varias localidades costeras
(Borteiroet al.2009; Bardieet al.2011).

En este Capitulo se investiga la presencia actuaktérica de infeccion poBd en
especies nativas de Uruguay, con énfasis en |laxiespen declinacioRhysalaemus henselii
y Pleurodema bibroniSe reportan nuevos hospedadoreBdey datos sobre prevalencia,

estacionalidad y distribucion geografica.
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Objetivos

Objetivo general
Estudiar aspectos epidemioldgicos basicos sobnédecion porBd en anfibios nativos.
Objetivos especificos

1) Investigar la presencia dBd en anfibios nativos, principalmente en habitattems y

serranias, con énfasis en especies en declinacion.
2) Obtener estimaciones primarias de la prevalencBddmn anfibios nativos.
3) Estudiar el comportamiento estacional de la infatci

4) Analizar retrospectivamente la infeccion pBd en especies que han sufrido

declinaciones poblacionales.

Materiales y métodos

Sitios de estudio, especies y muestreo

Los estudios se realizaron principalmente sobrenggres de anuros postmetamorficos
pertenecientes a 14 especies (n = 129), colecearimerosas localidades principalmente
del sur y este de Uruguay. Se estudiaron tambiérates de larvas ddypsiboas pulchellus
(n = 8). En muestras con>n10 se calculd el IC de la prevalencia de infecgénBd a un
nivel del 95 % utilizando el método de Wilson (Wils1927; Newcombe 1998). Para estudiar
la variacion estacional de la infeccidon se estlaiéspecieHypsiboas pulchellugjue puede
encontrarse durante todo el afio. A estos efectgaidieron realizar seis muestreos en los

alrededores de La Paloma y Laguna de Rocha, Dpt&katha, entre setiembre de 2012 y
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abril de 2014, periodo en el cual no se registrdeodmenos climaticos excepcionales. Se
capturaron 137 ejemplares adultos, principalmeraehms que se encontraban vocalizando en
cuerpos de agua utilizados para la reproduccios.pravalencias se compararon mediante el
test exacto de Fisher para pequefias muestrasgemaal muestras de las mas numerosas la
frecuencia de infeccion fue baja (< 5) como paitizat la prueba de Chi cuadrado (Siegel
1956). Se considerd un nivel de significacion d¥@ara rechazar la hipotesis nula de que la
prevalencia en las distintas estaciones no difieega los andlisis se utilizo el programa
STATISTICA 6.C.

Los acrénimos de los ejemplares utilizados cormeden a los indicados en el Capitulo 2,
y los ejemplares estudiados y sus respectivasdiackds se listan en el Apéndice 2.

Diagndéstico molecular

Toma de muestrasa mayoria de las muestras utilizadas fueronpaidos de piel realizados

con hisopos comerciales de mango de polietilenabgzra de polivinilo Purit&h(n = 288).
Los hisopos se frotaron en cada ejemplar 5 vedwe $@ superficie ventral del cuerpo, manos
y miembros, y en las larvas 5 veces sobre el disebh En algunos casos se utilizaron
pequefios trozos de disco oral de aproximadamemi@®Lobtenidos mediante diseccién bajo
lupa binocular, inmediatamente después de praetiltadutanasia. Las muestras se rotularon
con un numero de campo precedido del acronimo Bl&Tconservacion de las muestras y
extracciones de ADN se detallan en el Capituloa2cancentracion de los extractos de ADN
fue medida en un espectrofotémetro NanoDrop ND-%0@hiendo en cuenta la relacién de

absorbancias 280/260 nm para evaluar la caliddolsd@ismos.

PCR EIl protocolo se realizé de acuerdo a lo descrippo Annis et al. (2004) en las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inici@B&C 10 min, 30 ciclos de 93 °C 45 s, 61
°C 45 sy 72 °C 1 min, con una extension final 2€G 10 min. Se utilizaron los cebadores
sugeridos por dichos autores, Bdla (5-CAGTGTGCCATGACACG-3) y Bd2a (5-
CATGGTTCATATCTGTCCAG-3’), que permiten amplificarnufragmento del gen 18S
RNA de aproximadamente 300 pares de bases (plegiéisp deBd. Se trabajé con 10 ul de
muestra conteniendo aproximadamente 10 ng de ADMig4et al. 2004), en un volumen de

reaccion de 25 pl. Algunas muestras de tejidos preeentaron concentraciones de ADN
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relativamente altas fueron diluidas con agua maifa en sistemas Milli-® Los productos
de amplificacion por PCR fueron analizados en gadegoliacrilamida 12 %.

Control negativo Se utilizaron dos controles negativos, uno desetionsisti6 en ADN del

anuroMelanophryniscus montevidenglNHN 9522) extraido de tejido hepatico, dado que
los hisopados incorporan a la reaccion de PCR ABMnfibio. Este control se utiliz6 en
varias reacciones de PCR previas al procesamiemtondestras de campo, siendo los
resultados consistentemente negativos. El otrar@omégativo fue un control absoluto en el
que la muestra de ADN se sustituyd por agua padficen sistemas Milli-® tratada
adicionalmente con radiacion UV, incluido en toldesrutinas de diagnostico.

Control positivo El control positivo fue ADN de una muestra deci&pa deBd JEL423,

obtenida a partir de un cultivo puro y fijada eooalol 95 % v/v (gentileza de Joyce E.
Longcore, School of Biology & Ecology, University blaine, Orono, Maine). EI mismo fue

incluido en todas las rutinas de PCR.

Control mediante secuenciaciéAlgunos productos de amplificacion que produjesin

fragmento esperado de aproximadamente 300 pb (&hais2004), fueron purificados segun
se indica en el Capitulo 2, y secuenciados en ee@dores del Institut Pasteur de
Montevideo. La identidad de las secuencias obtens#ainvestigd en la base de datos de

GenBank mediante busquedas con algoritmos BLAST.

Sensibilidad La sensibilidad del PCR se estudié con dilucise$adas del control positivo
(cepa JEL423). Partiendo de una solucion de 1 rdgpADN se realizaron tres diluciones,
1/100, 1/1000 y 1/10000, logrando concentraciones 1@, 0,1 y 0,001 pg/ul de
respectivamente. Cantidades variables de estasiatiks se analizaron por triplicado en
reacciones de PCR, incorporando entre 0,001 y @@pADN molde en un volumen total de
muestra de 10 pl. El limite inferior de deteccitcaazado fueron 10 pg de ADN, lo cual esta

de acuerdo a lo descripto para la técnica utiliAdmis et al.2004), ver tabla 3.1.
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TABLA 3.1. Sensibilidad de la técnica de PCR utilizando nmasston cantidades
variables de ADN molde d&d (cepa JEL423).

Dilucién de la Volumen H0 Cantidad de
solucién 1 ng/ul utilizado adicional ADN Resultado
(u1) (c.s.p. 10 pl) (pg)

1 9 0,001 - - -
2 8 0,002 - - -

1/10000
5 5 0,005 - - -
10 0 0,01 - - -
9 0,1 - - .
2 8 0,2 - - -

1/1000
5 0,5 - - -
10 0 1 _ _ _
! 9 10 -+ o+
2 8 20 + + +

1/100

5 50 + o+ o+
10 0 100 -+ 4

Diagndstico histoldgico

Se utilizaron muestras de piel de anfibios adujtode disco oral de larvas, que fueron
procesadas para analisis histologicos de rutinaadintos se utilizaron muestras de piel
ventral (parche pélvico), donde hay mayores pradioabies de detectar la infeccion fad
(Bergeret al.2005). En ejemplares de colecciones utilizados glestudio retrospectivo que
ya presentaban disecciones, las muestras se toraartmpiel contigua a éstas y cerca del
parche pélvico, para no causar mas dafo. Las a@paes fueron analizadas y fotografiadas
a 1000X en el microscopio optico. La eficiencia degnostico histologico se evalud en
muestras de parche pélvico®eysalaemus henseliiPleurodema bibroniya que la mayoria
de los ejemplares del estudio retrospectivo coomdigron a estas especies; se utilizaron 10
ejemplares de ambas positivos al PCR, preparariosg laminas por ejemplar conteniendo
en promedio 17 cortes de piel de 0,8 a 4,6 mtam 2,6; DS 0,8). Para evitar casos dudosos se
consider6 como diagndstica la presencia de esposarggporulados. Para cuantificar la
presencia de esporangios Bd, las preparaciones histolégicas se fotografiargo hgpa
binocular y la longitud de los cortes de piel fuedida sobre imagenes utilizando el programa

Image J 1.48. Los detalles de los procedimientos se indicael &@apitulo 2.
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Resultados

Distribucion geografica, hospedadores, habitat y mvalencia

En la mayoria de las localidades se realizaronndisticos positivos, en ejemplares de
Dendropsophus sanborni, Hypsiboas pulchellus, dukauruguayus, Pseudis minutus, Scinax
squalirostris(Hylidae), Leptodactylus latrangLeptodactylidae)Limnomedusa macroglossa
(Alsodidae), Melanophryniscus sanmartini, Rhinella arenaryBufonidae), Physalaemus

henselily Pleurodema bibroniLeptodactylidae), figura 3.1.

N 550 P :
' Ly VE
Odontophrynus 7 W‘%
americanus, Brasil e
30° : ; :
)
g | Ay
o Pseudis minutus
= " Scinax squalirostris
D) Uruguay |
£0 |
<Zf Hypsiboas pulchellus
Pleurodema bibronhi J .59
H. pulchellus. . 3 . q;é‘
MR AN H. pulchellus _ v‘?
Julianus uruguayusg® 2 o
, N3
&
O
Rhinella arenarum
= H. pulchellus P. henselii
34°S v P. bibroni
' 10 1 Dendropsophus sanborni
12 H. puichellus
7 11 J. uruguayus
8 9 ¥ hibron Leptodactylus latrans
I-i ulchellus F. minutus '—'1 LA
- S. squalirostris

FIGURA 3.1. Distribucion geogréafica de los diagnosticos deednfon por Batrachochytrium
dendrobatidisrealizados en anfibios nativos. Localidades: lebRu Madera; 2, Acegua; 3, Rio
Tacuari; 4, Quebrada de los Cuervos; 5, ValentidieRuta 7 km 139; 7, Libertad; 8, Delta del Tigre;
9, Jaureguiberry; 10, Salto del Penitente; 11,r&ide las Animas, 12, La Paloma/Laguna de Rocha,;
13, Oceania del Polonio; 14, Barra de Valizas.
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Las reacciones de PCR positivas amplificaron fragos®ede unas 300 y 330 pb, de
acuerdo a lo descripto para la técnica (Angfisal. 2004), figura 3.2. La frecuencia de
infeccion en hisopados de piel de adultos analgad®diante PCR fue alta, 38,6 %
(102/264). Las especies mejor representadas enesdtrao fueromypsiboas pulchellugr =
147),Physalaemus hense(in = 30),Pleurodema bibronfn = 47) yJulianus uruguayugn =
25). EnH. pulchellusse detect6 la infeccion en la mayoria de las pabias, tanto de
ambientes serranos como costeros. La frecuenciafelecion en la muestra total de esta
especie fue 38,8 % (57/147).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

300

200

100

FIGURA 3.2. Diagnésticos de infeccion pddatrachochytrium dendrobatidien
anfibios nativos. Se muestra una corrida electética de productos de PCR en gel
de poliacrilamida. Carriles—B, Limnomedusa macroglos8KT 2727 juvenil, 2765

Q y 34804, negativos (-); 4, 30dontophrynus americanlBKT 274543 (-), BKT
2746 &, positivo (+); 6,0dontophrynus maisumBKT 425 metamorfo (-); 7, 8,
Rhinella arenarunBKT 656 _1 metamorfos (+), 656_2 (+); 9, contrositiwo (cepa
JEL423); 10,Lithobates catesbeianude criadero BKT 3086, larva (+); 114,
Hypsiboas pulchelluBKT 3087_14, larvas (3087_2 y 3 +); 15, marcador de
tamafos (pares de bases). La flecha sefala laf@agibn de dos fragmentos, de
aproximadamente 300 y 330 pb (ver texto).
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Los diagnosticos positivos realizados @&Mhysalaemus henselicorrespondieron a
poblaciones remanentes en serranias del centroselstecosta atlantica, la frecuencia de
infeccion en la muestra total de esta especie 3@ % (10/30). El diagndstico histolégico en
un ejemplar positivo al PCR se muestra en la figuBa No se evaluaron diferencias en la

prevalencia por sexos dado el bajo numero de hengistadiado.

FIGURA 3.3. Infeccion porBatrachochytrium dendrobatidisn Physalaemus henselicercanias de
Cerro ColoradoDpto. de Florida, Uruguay (5/1X/2009). Se obsergaporangios maduros repletos de
esporas y con tubos de descarga (flechas grisgm)rangios inmaduros de menor tamafo (flechas
blancas), y esporangios vacios con septos castittesi (flechas negras). Barra = 20 um.

Para Pleurodema bibronise obtuvieron muestras positivas de las poblaciones
muestreadas en Valentines, Jaureguiberry y Ocatali#olonio, siendo la frecuencia de
infeccion de 53,2 % (25/47). Las dos poblacioneduianus uruguayugn serranias de la
Quebrada de los Cuervos y La Paloma sobre la adatgtica fueron positivas. En esta tltima
localidad, también fueron positivos hisopadosDindropsophus sanbornieptodactylus
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latransy Pseudis minutu€n serranias, la infeccion pd se detect6 también en larvasRle
minutus y Scinax squalirostris(Acegud), y en adultos d®dontophrynus americanus
Melanophryniscus sanmartigiLimnomedusa macroglossan la tabla 3.2 se resumen todos
los resultados obtenidos.

Los tres ejemplares deimnomedusa macroglosgaositivos fueron afectados por la
quitridiomicosis. Estando en apariencia sanos, lmeen estado corporal y comportamiento
normal, murieron subitamente pocos dias despuésstig en el laboratorio. Presentaron
eritema de piel en zonas ventrales, principalmemtemiembros posteriores. Los cortes
histologicos de piel ventral evidenciaron infeccigtensa poBd, ver figura 3.4.

FIGURA 3.4. Quitridiomicosis en
un ejemplar adulto deimnomedusa
macroglossa de Sierra de las
Animas, Dpto. de Maldonado,
Uruguay (11/1X/2005). A, vista
ventral de ejemplar adulto muerto en
cautiverio, né6tese el eritema,
principalmente en miembros
posteriores. Foto: Francisco Kolenc.
B, corte histolégico de parche
pélvico. Se observa esfacelacion de
la epidermis superficial y numerosos
esporangios deBatrachochytrium
dendrobatidis (flechas), tincién
H&E. Barra = 50 pum.
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TABLA 3.2. Infeccion pomBatrachochytrium dendrobatidien anfibios nativos.

con n> 10 se indica IC 95 %.

Los diagnosticos correspor@dBCR de hisopados, salvo indicacion. Para muestras

Espéci /nd del Positivos/
Especie Localidad Fecha Ambiente specimen r.1ume,ro. ca osivosin
muestra (diagnostico) % (IC)
Dendropsophus sanborni La Paloma, Dpto. de Rocha 9/X1/2013 Charco temporal BKT 369143 1/1
MNHN 9477
Valentines, Dpto.de Treinta y Tres 5/V11/2009 Clmatemporal . . s 11
(histologia)
Delta del Tigre, Dpto.de San José 8/X/2010 Chazogporal I?;(;:I': ?j?:é;a(;:lgj? 1/4
Libertad, Dpto. de San José 27/x/2010 ~ -@gunaartificial BKT 3087, larvas 2/4
permanente (PCR disco oral)
) Sierra del Tigre, Dpto. de Treinta 'y Tres 10/VI/201 Charco temporal BKT 3267 0/1
Hypsiboas pulchellds MNHN 94783
La Paloma, Dpto. de Rocha 11/VI/2011 Laguna perense . . 11
(histologia)
Acegud, Dpto. de Cerro Largo 9/X1/2011 Tajamar erente BKT 33719 0/1
Jaureguiberry, Dpto. de Canelones 16/V1/2012 Lagemipermanente BKT 3449, 348%) 1/2
MNHN 9479/BKT 3481, 348
Rio Tacuari, Dpto. de Cerro Largo 23/VI/2012 Qlmatemporal . . ¥ 2/3
(histologia/PCR)
Quebrada de los Cuervos, Dpto. de Treintay Tres X/2042 Charco temporal BKT 3513515383 3/3
Quebrada de los Cuervos, Dpto. de Treinta 'y 4/23
Julianus uruguayus Tres 6/1X/2009 Charco temporal BKT 2772776, 2778279533 17 (7.40)
La Paloma, Dpto. de Rocha 9/X1/2013 Charoapteral BKT 36892, 36904 2/2
Leptodactylus latrans Laguna de Rocha, Dpto. de Rocha 17/IV/2013 Tajgreananente BKT 3578 1/1
. .- BKT 260-262, indeterminad
Sierra de las Animas, Dpto. de Maldonado 11/1X/2005 (histi)elt))(;)i; elerminado 3/3
Limnomedusa macroglossa Cuchilla de Mangrullo, Dpto. de Cerro Largo 6/VDE® Bajo piedras BKT 2727 juvenil 0/1
Lago Andresito, Dpto. de Soriano 13/VI111/2009 BKT65 hembra (PCR piel) 0/1
Rio Tacuari, Dpto. de Cerro Largo 23/VIIl/2012 Pegb BKT 3480 macho 0/1
Melanophryniscus sanmartini Salto del Penitente, Dpto. de Lavalleja 29/V1/2009  Charco temporal BKT 270271343 3/5
Odontophrynus americanus Curticeras, Dpto. de Rivera 7/\V11/2009 Charco tempo BKT 2745, 274698 1/2

* Se excluyen ejemplares utilizados para estudigaaién estacional de la infeccion en La Palomaliregde Rocha.
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TABLA 3.2. Continuacion.

Odontophrynus maisuma Cabo Polonio, Dpto. de Rocha 14/X1/2004 Charco tenalp BKT 425 metamorfo (PCR piel) 0/1
Ruta 10, km 253, Dpto. de Rocha 21/V1/2009 Chaecopioral BKT 268Q% 0/1
. . BKT 2654-2656J 7, 26579, 26584,
Ruta 10, km 255, | Pol , Dpto. 1
uta 10, km 255 d:;iig:‘ del Polonio, Dpto., 51112000 Charco temporal 26707, 26747, 26759, 26819, e 5(3; ;’75)
2682268443, 26867, 26872
Ruta 5, km 463, Dpto. de Rivera 7/VI11/2009 Charemporal BKT 2718271943 0/2
Sierra del Tigre, Dpto. de Treinta y Tres 5/1X/2009 Charco temporal BKT 2797 0/1
Physalaemus henseli Ruta 7, km 138, Dpto. de Florida 15/V1/2012 Chaemporal BKT 343% 0/1
Ruta 7. kil 139 (3 km S de C Colorado) 5/V11/2009 Charco temporal BKT 2721 1/1
uta 7, km 139 (3 km S de Cerro Colorado)— 575617 Charco temporal BKT 3268 11
Dpto. de Florida
15/V1/2012 Charco temporal BKT 3438, 3440 0/2
5/V11/2009 Charco temporal BKT 2720 0/1
Ruta 7, km 1D5§tc(>1?jgrglc':lridcsrro Colorado); 10/V1/2011 Charco temporal BKT 3270 0/1
) 15/V1/2012 Charco temporal BKT 3433437448 0/3
Sierra del Tigre, Dpto. de Treinta y Tres 10/VI/201  Charco temporal BKT 3269 0/1
. . 5/V11/2009 Charco temporal BKT 2729730387 2/2
Valentines, Dpto. de Treinta y Tres 15/V1/2012 Charco temporal BKT 3432 1/1
. . BKT 26664, 2671267233, 2676-2679
Ruta 10, km ZSSaeoéiiﬂ:‘ del Polonio, Dpto.4 51712009 Charco temporal 34, 26993, 27002, 27013, 27023, 881(2/6‘];;7)
Pleurodema bibroni 270392, 270473, 270573, 2706-27082 9
20/V1/2011 Charco BKT 32784, 32804, 32814, 32834, 1/10
. semipermanente 3286-32904 43, 35308 10 (2-40)
Jaureguiberry, Dpto. de Canelones Charco 6/17
16/V1/2012 semipermanente BKT 34469, 344743, 346533 (n = 15) 35 (17-59)
Pseudis minutus La Paloma, Dpto. de Rocha 11/1v/2014 Charco tempora BKT 3802-38044% 2/3
Pseudopaludicola falcipes La Paloma, Dpto. de Rocha 9/X1/2013 Charco temporal BKT 36929, 36937 0/2
Villa del Cerro, Dpto. de Montevideo 7/X/2013 Vinga humana BKT 365% 0/1
Rhinella arenarum Barra de Valizas, Dpto. de Rocha 8/1/2006 Periddimimo BKT ?sgéngit;r)norfos 2/2
Scinax granulatus Rio Tacuari, Dpto. de Cerro Largo 23/VI/2012 Glwatemporal BKT 349¢) 0/1
Scinax squalirostris La Paloma, Dpto. de Rocha 2/V11/2013 Charco terapor BKT 361048 1/1
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Comparacion PCR - histologia

La eficiencia de la técnica histolégica como métddaliagndstico fue alta ya que resultaron
positivos el 75 % de los ejemplares analizados2()5En promedio se requirido de 2 cortes
histolégicos para detectar la infeccidon en un ejamgado, y el 45 % de todos los cortes
fueron positivos (156/346). Los resultados se resuen la tabla 3.3. Teniendo en cuenta la
prevalencia observada (P = 0,45), el nimero de tnausgnimo estimado para detecBud a

un nivel de confianza del 90 y 95 %, es de 4 yréesdistoldgicos respectivamente.

TABL A 3.3. Diagnostico histolégico de infeccion p&atrachochytrium dendrobatidien ejemplares de
Physalaemus hense(Ph) y Pleurodema bibron{PIb) positivos al PCR. EE, esporangios esporulados.

. Laminas . L cortes +/ Primer mm piel EE EE/ EE/
Especie Muestra ) Diagndstico 1 3 3 4
(mm pie) total (%) corte + corte + total corte mm
Ph BKT 2654 2 (51,3) + 9/22 (40,9) 1 2,4 16 0,7 0,3
BKT 2656 2 (16,1) - o7 e e e — e
BKT 2670 3 (29,8) + 11/11 (100) 1 2,9 79 7,2 2,7
BKT 2674 2 (33,9) + 11/22 (50,0) 1 1.4 3 0,1 0,1
BKT 2683 2 (45,6) - 0/25(0) - e e — e
BKT 2684 2 (52,5) + 13/23 (56,5) 1 1,9 26 1,2 0,5
BKT 2685 3 (73,1) + 13/24 (54,2) 3 9,0 35 15 0,5
BKT 2686 2 (57,7) - 0/24 (0) - e e — e
BKT 2721 3 (24,8) + 11/11 (100) 1 2,3 447 40,6 018,
BKT 3268 2 (39,2) + 19/25 (76,0) 1 2,2 96 3,8 2,4
N =10 24 (424)  7/10 (0,70) 87/193 (45,1) x=1,3 X=32 - e x=23
Plb BKT 2666 2 (85,8) + 19/24 (79,2) 2 8,1 79 3,3 0,9
BKT 2671 3 (39,2) + 1/10 (10,0) 6 22,3 4 0,4 0,1
BKT 2672 3 (39,1) + 10/10 (100) 2 6,9 37 3,7 0,9
BKT 2676 2 (56,6) + 7121 (33,3) 1 2,8 19 0,8 0,3
BKT 2677 3 (40,1) - 0/12(0) - e e — e
BKT 2679 3 (32,2) + 8/12 (66,7) 1 2,7 10 0,8 0,3
BKT 2699 3 (37,4) + 3/10 (33,3) 4 14,0 3 0,3 0,1
BKT 2700 2 (68,8) + 9/29 (31,0) 4 9,7 22 0,8 0,3
BKT 2703 3 (39,5) + 12/12 (100) 1 3,2 215 17,9 54
BKT 2707 3 (39,8) - 0/11(0) - e e — e
N =10 27 (478,5) 8/10(0,80) 69/151 (45,7) x = 2,6 Xx=87 - - x=1,0
_ 15/20 (0,75)
TOTAL (902|\,15; 2051 IC (95 %) 156/344 (45,3) x=2 ¥x=61 - - x=0,8
=0,510,91

*Se refiere al nimero de cortes histologicos arddigal momento de detectar el primer esporangioretsulo.
?Indica los mm de piel analizados al momento deati@tesl primer esporangio esporulado.

®Total de esporangios esporulados/total de corstslbgicos.

* Total de esporangios esporulados/total de mmele pi
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Estudio retrospectivo de infeccion por Batrachochytrium

dendrobatidis

Se estudiaron cortes histolégicos de piel abdomynglarche pélvico de ejemplares en
colecciones, principalmente de las espedEsatophrys ornata(n = 4), Physalaemus
fernandezag(n = 20), P. henselii(n = 23) y Pleurodema bibroni(n = 44), figura 3.5.
Adicionalmente se procesaron muestras de ejempliee3hysalaemus gracilign = 2)
pertenecientes a poblaciones sintdpicas. La mudstespecimenes estudiados corresponde a
colectas realizadas entre los afios 1953 y 197@pblaciones uruguayas hoy extintas (salvo
por P. gracilis, obs. pers.). Se estudiaron 174 laminas conteniendtotal de 590 cortes
histoldgicos, observados a 1000X. Todos los cemedizados fueron negativos a la infeccion
por Bd. En algunos casos las preparaciones a partir gesvegemplares no tuvieron calidad
diagndstica por el estado de conservacion y naofutgnidas en cuenta para el analifis (
fernandeza€€ENAI 122/3;P. henseliCENAI 598, 599, 605610; PI. bibroni CENAI 8059,
8060, 8062, 8063, 8068066).

FIGURA 3.5. Anfibios de la

coleccién herpetolégica CENAI-
MACN procedentes de la Barra del
Rio Santa Lucia, Uruguay,
obtenidos por el herpetdlogo
argentino  Avelino Barrio. A,

Physalaemus henseliipte CENAI

598-618 (1960s) B, Pleurodema
bibroni, lote CENAI sin numero
(30/1X/1969) C, Ceratophrys

ornata, ejemplar adulto CENAI
4478 (23/X1/1970)D, Physalaemus
fernandezae, lote CENAI 122

(1X/1962).
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TABLA 3.4. Muestreo histologico retrospectivo de infecciom Batrachochytrium dendrobatidisn
ejemplares de colecciones

Especie Localidad/colector Fecha Acrénimos Lamin@ortes Resultado
Phvsal Santiago Vazquez, CENAI 122(5, 9, 12,
ferﬁizzrzna“es Dpto. Montevideo  IX/1962 15, 17, 20, 22, 26, 27, 59 246 ;
(n = 20) (Avelino Barrio) 29-31, 33, 3539, 41)
- Arroyo Solis, Camino CENAI 156(1) 1 6 -
Pando-Punta del Este VII1/1960 CENAI 156(2) 3 24
(A. Barrio)
Treintay Tres
. 1960s? CENAI 169 1 2 -
(A. Barrio) ( s?)
Barra del Rio Santa CENAI 600-604, 611,
Physalaemus (1960s?) 8 58 -

Lucia, limite Dptos. 612, 614617

henselii de Montevideo-San

(n=23) José (A. Barrio) 11/1969 CENAI 3261, 3262 3 18 -

Arroyo La Tuna,

Dpto. de Canelones  VI1/1968 CENAI 3069 1 4 -
(A. Barrio)
. .- 2 9 -
“Physalaemus Sierra de las Animas, ZVCB 191
gracilis Dpto. de Maldona,ldo [11/1953 (P. fernandeﬂzae =2; 5 4 )
(n=2) (Pablo San Martin) P. henselin = 2)
La Pedrera, Dpto. de  111/1968 CENAI 8054, 8055 6 12 -
Rocha (A. Barrio)  10-14/11/1969 CENAI 49394941 7 20 -
Arroyo Tropa Vieja, CENAI 4951,
Dpto. de Canelones  14/X/1970 4954-4961, 4963, 33 59 -
(José Eduardo Garcia) 4964
Playa Pascual, Dpto.
de San José (1970s?) CENAI 41764178 3 6 -
(J. E. Garcia)
Barra del Rio Santa
Plel_Jrode_ma Lucia, Ilmlt_e Dptos. 30/1X/1969 CENAI s/nro. 8 42 )
bibroni de Montevideo-San (n=18)
(n=44) José (A. Barrio)
IV/1970 CENAI 3974 1 2 -
CENAI 62526253,
6255, 6258, 6259,
16/V1/1972 6262, 6265, 14 34 -
Ibid. 6267-6269,
(Gilberto Dewalilly) CENAI 6339, 6382,
17/VII/1972 6408-6415, 9 18 -
6480-6483
VII/1972 CENAI 8061 1 2 -
Ceratophrys
ornata 23/X1/1970 CENAI 44784481 12 24 -
(n=4)
TOTAL (n = 95) 19531972 - 174 590 -
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Estacionalidad de la infeccion endypsiboas pulchellus

La prevalencia de la infeccién pBd en el total de la muestra #iypsiboas pulchellude La

Paloma/Laguna de Rocha fue elevada, de los 137pkgeB adultos estudiados, 56 estaban
infectados (41 %). La infeccion presentd una maxrocadiacion estacional, registrandose las
prevalencias mas altas en la primavera tempranier(dgge de 2012) e invierno (agosto de

2013). Los resultados crudos se muestran en leafi§)6.

40

O infectado
35 4 .

O no infectado
30 9 5
25 4

12
20 +
15 ~ 31
27
14
10 A 18
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5 4
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0 1

primavera otofio temprano inviernotardio  primavera media verano otofio temprano

temprana (abril 2013) (agosto 2013) (noviembre 2013)  (febrero 2014) (abril 2014)

(setiembre 2012)

FIGURA 3.6. Variacion estacional en la infeccion gatrachochytrium dendrobatidisn
Hypsiboas pulchellusl.a Paloma/Laguna de Rocha, Dpto. de Rocha. Erbdass se
indica el nimero de ejemplares estudiado.

La frecuencia de infeccion fue significativamentasnbaja en otofio (abril de 2013 y
2014), primavera avanzada (noviembre 2013) y ver@poca esta ultima en la cual no se
detectaron casos (0/31; febrero 2014). No se enmludiferencias por sexos ya que la
muestra se compuso casi en su totalidad por mathegrevalencias correspondientes y las

respectivas comparaciones se presentan en las 8ablg 3.6 respectivamente.
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TABLA 3.5. Prevalencia de infeccion poBatrachochytrium
dendrobatidisen Hypsiboas pulchelluen distintas épocas del afio,
y sus correspondientes IC 95 %.

Positivos/n Prevalencia IC
Setiembre 2012 18/19 0,95 079,99
Abril 2013 12/28 0,43 0,270,61
Agosto 2013 14/18 0,78 0,550,91
Noviembre 2013 5/32 0,16 0,61,32
Febrero 2014 0/31 0 00,11
Abril 2014 2/9 0,22 0,06 0,55

TABLA 3.6. Comparacion de las prevalencias de infeccionBadrachochytrium dendrobatidien
Hypsiboas pulchellusSe muestran valores de p para comparacionesautiliz el test exacto de
Fisher. En negrita se indica p < 0,05.

Setiembre 2012  Abril 2013  Agosto 2013  Noviembr&20Febrero 2014

Abril 2013 <0,001 = -

Agosto 2013 0,153 0,201 @ -----

Noviembre 2013 < 0,001 0,199 <0,002 -

Febrero 2014 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,286 -
Abril 2014 < 0,001 0,241 0,009 0,485 0,046
Discusion

La deteccion deBd en numerosas localidades pertenecientes a ambidategrranias y
costeros, amplian considerablemente la distribuc@nmocida de este patdégeno en Uruguay.
Reportes previos de infeccion pgd en anfibios nativos incluyen algunas de las locales
muestreadas en este estudio como Delta del Tifjggyna de RochéBorteiro et al. 2009)
La informacion disponible sugiere gBé estaria presente en todo el pais, lo cual es aateere
con los registros previos en zonas cercanas denfingey Brasil, en ambientes similares a los
estudiados (Ghirardi 2011; Herreed al. 2005; Toledoet al. 2006). La aptitud para la
ocurrencia del patégeno en una amplia region deleele Sudameérica incluyendo Uruguay,
sureste de Brasil, este de Argentina y Paraguaia Isado indicada previamente (Ron 2005).
Las especies nativas en las que se ha diagnosticadiamente la infeccién p@d en
Uruguay son Hypsiboas pulchellus, Odontophrynus maisuma, Phgsalils henselii,

Pleurodema bibronly Scinax squalirostrigBorteiro et al. 2009; Bardieret al. 2011). Los
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nuevos hospedadores identificados para Uruguay sée @apitulo sorDendropsophus
sanborni, Julianus uruguayus, Limnomedusa macreglo$/elanophryniscus sanmartigi
Pseudis minutusEstas especies tienen distintos requerimientosogiools ya que estan
asociadas a diferentes tipos de ambientes, suenpatrde actividad también difieren, y
reproducen en variados cuerpos de agua temporafesnganentes. Cuatro especiés,
bibroni, P. henselii, H. pulchelluy J. uruguayuspresentaron poblaciones positivas a la
infeccidn porBdtanto en ambientes serranos como planicies costeraslos primeras tienen
una mayor actividad en las épocas mas frias del ldimtan el pastizal y utilizan charcos
temporales para su reproduccion (Barrio 1953; 19647; Kolencet al. 2009). Por su parte,
J. uruguayus,especie muy comun en serranias, puede detectarsdacilidad durante
episodios de reproduccion explosiva en épocasasatiésde fines del invierno y hasta fines
del verano (Kolenet al. 2003). Esta especie habita zonas de praderas mm &charcas
temporales y semipermanentes. El pequefio 8&psanmartinitambién habita ambientes
serranos y tiene una marcada actividad invernaB(Zteiro & F. Kolenc, obs. pers.). En el
caso de este género la infeccion Ba fue solamente indicada paMelanophryniscus
moreirae,especie de ambientes montafiosos del sureste si¢ (Bian Sluyset al. 2007). Los
restantes diagndsticos positivos en especies Batdle Uruguay incluyeron anfibios
ampliamente distribuidos en praderas y la costa,ncarcada actividad en épocas calidas del
aflo, comolLeptodactylus latransy P. minutus.Si bien L. latrans es comun y esta
ampliamente distribuida en el centro-este de Sudeaéexisten escasos registros de
infeccién porBd en esta especie, todos de Argentina (Heret¢ral. 2005 yGhirardi et al.
2009, comd_eptodactylus ocellatusshirardi 2011; Agostini & Burrowes 2015).

Las altas prevalencias observadas en ejemplarémgtasnorficos (~ 39 %), es similar a
las de anfibios de Australia en la fase enzodteckadnfeccion poBd luego de varios afios de
ocurridas las declinaciones poblacionales por igiomicosis (1828 %, Retallicket al.
2004). Las altas prevalencias en especies condadivnvernal en ausencia de declinaciones
aparentes, como por ejemplo en las poblacionesPluigsalaemus henseli(53 %) vy
Pleurodema bibroni(88 %) de Oceania del Polonio, podrian explicgree un efecto
favorable de las bajas temperaturas sobre la parsia y actividad del patégen®d crece y
se reproduce satisfactoriameimevitro entre 4 y 25 °C, con un rango 6ptimo de 17 a 25 °C
(Piotrowskyet al. 2004). Griundleet al. (2012) encuentran que la prevalencia en la inbecci
por Bd varia segun la altitud y habitat de reproducciomemerosas especies de anfibios de
la Mata Atlantica, siendo de hasta un 92 % sin mfasse declinaciones poblacionales. En un

reciente estudio a gran escala en dicho bioma g una prevalencia general de 23,9 %
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sobre un total de 2799 especimenes estudiadosjadresn colectas realizadas entre los afios
1894 y 2010 (Rodrigueet al. 2014). En zonas donde las condiciones ambienpales la
presencia del patégeno no son tan favorables cantménca amazonica, las prevalencias
observadas parecen ser bastante menores (BeickieR016).

La variacién estacional de la infeccibn pBd en Hypsiboas pulchelluson altas
prevalencias en épocas frias del afio estd de acestddios previos, en los que se han
reportado mayores prevalenciaes durante el invigrppimavera temprana (Berget al.
2004; Woodhams & Alford 2005; Kriger & Hero 200En épocas calidas mas desfavorables
Bd seguramente persiste con baja prevalencia.

No se observaron episodios de moratlidad masivandibios a campo asociados a la
infeccion porBd (ver Apéndice 4). Sin embargo, algunos ejemplared.ichnomedusa
macroglossanurieron en cautiverio con sintomas de quitridiasis severa. Esta usualmente
se presenta con letargia, inapetencia, signos lbgicos variados, poca respuesta a
estimulos, sintomas variables en piel como decdlimmapalidez, hiperemia, oscurecimiento,
muda excesiva, erosiones y Ulceras, y la muerteg@ne en pocos dias (Berggral. 1999;
Berger 2001; Rachowicz & Vredenburg 2004)mnomedusa macroglossse encuentra
asociada a ambientes pedregosos y tiene una adiglidbucion en Uruguay (Gudynas &
Gerhau 1981), donde se considera no presenta nsagymilemas de conservacion (Carreira
& Maneyro 2015). Su susceptibilidad a la quitridioasis amerita estudios mas detallados.

La sensibilidad del diagndstico histologico sobratenal extraido de ejemplares
positivos al PCR fue muy buena, algo superior asdahcontrados en la literatura (Bogle
al. 2004; Kriger et al. 2006; Hyatt et al. 2007). Las preparaciones histolégicas realizadas
sobre material fijado varias décadas atras fuenogemeral de menor calidad, y no se pudo
detectar en ellas la presenciaBi® La aparente ausencia de infeccion en poblacioogs h
extintas dePhysalaemus fernandezae, P. hensekileurodema bibronpuede deberse a que
la prevalencia de infeccién en la muestra es myg, ael nimero de ejemplares resultd
entonces insuficiente. Cuando la prevalencia epolalacion es < 5 %, la deteccion de al
menos un individuo portador requiere un A5 y n> 59 a un nivel de confianza de 90 y 95 %
respectivamente (ej. ver DiGiacomo & Koepsell 198&8)la desaparicion de las poblaciones
estudiadas fue debida a epidemias, éstas pueden $idb afectadas por cepas patdégenas de
Bd luego de que se realizaran las ultimas colectasedab mismas (hipotesis del patdogeno
nuevo). En poblaciones de hospedadores remanengesaprevivieron a la epidemia, la
frecuencia de infeccion se encontraria en equiliira discusion de este punto se retoma en

el Capitulo 5, con la caracterizacion de las cepd&d presentes en el pais.
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Capitulo 4

Quitridiomicosis en anfibios introducidos

Resumen

En este Capitulo se investiga la ocurrencia decond@ porBatrachochytrium dendrobatidis
(Bd) en anfibios introducidos a Uruguay. Los diagruosti se realizaron mediante
histopatologia y PCR, estos ultimos a partir degaslos y muestras de piel. Se estudiaron 97
especimenes pertenecientes a 16 especies. Triéasgdieron positivas a la infeccion, dos de
las cualesCeratophrys ornatg1/1) y Xenopus laevigl/15) son comunes en el mercado
internacional de anfibios vivos. La tercera espele@eRana toro norteamericahé&hobates
catesbeianusse ha introducido en numerosas regiones princgrakenpara consumo humano.
En ésta se detectd la infeccion en ejemplares @delero (adultos 20/20, larvas 1/2) y
silvestres (adultos 8/12, larvas 4/5). La introddicale estas especies de anfibios en Uruguay
ocurrio a partir de los afios 1980s, siehd@atesbeianuta mas importante como vector de
Bd, debido a la dispersion alcanzada y al establectmigs poblaciones silvestres. La falta de
controles sanitarios adecuados constituye un rigggencial creciente para las especies
nativas de anfibios de Uruguay. Asimismo deberigiémentarse un plan de control de Rana

toro silvestre en el norte del pais.
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Introduccioén

El comercio internacional de anfibios es uno defémdores que han contribuido a la
propagaciéon deBatrachochytrium dendrobatidigBd) a escala global. Dos especies
consideradas vectores relevantes de este patbgemosle la Rana toro norteamericana
Lithobates catesbeianuy, la rana de ufias africangenopus laevigWeldon et al. 2004;
Daszaket al. 2004). Ambas son portadores asintomaticos defécdion. La primera fue
comercializada intensamente a partir de los af88s]®xportandose colonias desde EEUU
con el fin de establecer criaderos productoresadeecpara consumo humano (ej. Vizotto
1984). A consecuencia de ello ha establecido pmirias invasoras en muchas regiones
(Ficetolaet al. 2007), incluido Uruguay (Laufest al. 2008). En Uruguay, la presencia Blé
fue detectada inicialmente en criaderod deatesbeianu@Mazzoniet al. (2003; Garneet al.
(2006). Mas tarde, la infeccion es detectada emppres silvestres de especies nativas
provenientes del norte del pais y localidades castéBorteiroet al. 2009; Bardieret al.
2011).

Las ranas acuaticas africanas del généeoopusfueron exportadas desde el sur de
Africa al hemisferio norte desde fines del sigloXXpara ser utilizadas como animal de
investigacién y compafiia, principalmentelaevis(Gurdon & Hopwood 2000). El desarrollo
de pruebas biolégicas de embarazo en humanos (8l&a@warenstein 1934) llevo a la su
comercializacion masiva internacionalmente a pdeimediados de los afios 1930s (Weldon
et al. 2004; Fisher & Garner 2007). ActualmenXe,laevisse cria como animal de compafia
y experimentacior(Fisher & Garner 2007). Esta especie es potencigbnmvasora, con
poblaciones silvestres conocidas en Francia, |tBlatugal, Reino Unido, California, Chile y
Japon (Measegt al.2012).

El rol de especies de anfibios introducidas en ispaision de patdégenos ha sido
investigado recientemente, principalmente en réhaa la presencia dBd (Gilbert et al.
2013; Kolbyet al. 2014).En este Capitulo se investiga la ocurrencia deconda porBd en
especies de anfibios introducidas, con énfasis. @atesbeianusSe procuré ademas recabar
informacion sobre el origen y uso de las espeaeandibios exoticas en el pais, para valorar

Su importancia como vectores Bd.

Parte de los resultados presentados en esta ségei@m generados en el marco del Proyecto de Bamidode
Gabriel Laufer “Invasion de rana torbithobates catesbeianuen Uruguay: influencia de la quitridiomicosis”,
PEDECIBA — BIOLOGIA, Facultad de Ciencias, Univeisil de la Republica.
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Objetivos

Objetivo general

Investigar la ocurrencia de infeccion pBd en especies de anfibios introducidas a

Uruguay.
Objetivos especificos

1) Estudiar la presencia de infeccién [Buten criaderos y ejemplares silvestres de Rana

toro norteamerican&jthobates catesbeianus.

2) Estudiar la presencia de infeccion @d en Xenopus laevig/ otras especies de

anfibios en cautiverio, introducidas al pais pararsa como animales de compaiiia.

Materiales y metodos

Muestreo y diagndstico

Se analizaron muestras de 97 ejemplares pertetexi@ri6 especies de anfibios introducidas
en Uruguay, la mayoria de ellos mantenidos en\gini en colecciones privadas. Un total de
38 muestras correspondieron a la Rana toro nortégzanea (ithobates catesbeianys
provenientes principalmente del criadero comertia Ramona” situado 5 km al SE de la
ciudad de Libertad, Dpto. de San José (34°41' BB556V). Se estudiaron ademas larvas
capturadas en instalaciones de criaderos de la anespecie abandonados, en Rincén de
Pando (34°44' S, 55°55' W; ver Laufdral. 2008), Dpto. de Canelones, y en el Arroyo
Bizcocho (33°27' S, 58°10' W), 7 km al NE de laden de Dolores, Dpto. de Soriano.
Muestras adicionales fueron obtenidas de una pdblasilvestre en las instalaciones
abandonadas de un criadero 2 km al S de Acegua3(3°54°09' W), Dpto. de Cerro Largo,
figura 4.1.
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Se analizaron también muestras de 15 especimengsrbpus laeviadquiridos en el
mercado de animales de compafia. Algunos de elmsngeron de un criadero situado en
Rincon del Cerro, Montevideo (MNHN 9524), que com&ron la cria comercial de esta
especie en el pais y que al momento de culminaresstidio ya no existia. Adicionalmente se
muestrearon 45 ejemplares de otras 14 especiesaxén colecciones privadas, incluyendo
especimenes capturados en la naturaleza.

Los diagnoésticos se realizaron mediante PCR e lbgdeo convencional, segun se
describe en los capitulos 2 y 3. Las muestras pa@@ deXenopus laeviy la poblacion
silvestre de Lithobates catesbeianugueron trozos de piel del parche pélvico de
aproximadamente 1 nitobtenidos mediante diseccién inmediatamente desjripsacticada

la eutanasia. Las muestras del resto de los ejeesptansistieron en hisopados de piel.

FIGURA 4.1. Poblacién silvestre deithobates catesbeianusn Acegua, Dpto. de Cerro Largo,
Uruguay.A, habitat, tajamar utilizado como abrevadero paredoB, ejemplar juvenil (V/2012)C,

vista parcial de una puesta en un tajamar (XI/20R1)arvas capturadas con red de arrastre, estadio
31, tamafio aproximado 15 cm (XI1/2011).
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Resultados

La infeccion porBd se detecté en un ejemplar @eratophrysornata introducido al pais
proveniente de Argentina, y en las especies exdtithobates catesbeianug Xenopus

laevis.La localizacién geografica de estos diagnostieasdica en la figura 4.2.
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FIGURA 4.2. Infeccidon por Batrachochytrium dendrobatidien anfibios introducidos a
Uruguay. Localidades: 1, Acegua; 2, Arroyo BizcqgcBo Libertad; 4, Rincdn de Pando; 5,
Montevideo.

Lithobates catesbelanus

Esta especie fue introducida ilegalmente a Urugeayl984 desde Brasil por parte de

productores rurales que realizaron intentos deicfiactuosos (C. Prigioni, com. pers.). En
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1986 es introducida nuevamente desde aquel paisrganizaciones gubernamentales, que
difundieron la implementacion de sistemas de produacde carne intensivos (Amestelal.
1998; Mazzoni 2001). A principios de los 1990s nroses establecimientos estaban activos
(Mazzoni & Carnevia 1996; Mazzoni 2001; SpinettD2)) pero en una década la mayoria
cerraron. Ejemplares de criaderos en abandonolestion poblaciones silvestres, de las que
al momento parecen persistir una en Acegua ental. dp Cerro Largo y otra en San Carlos,
Dpto. de Maldonado (Laufet al. 2008; Lombardet al.2016; G. Laufer, datos no publ.). El
criadero aqui muestreado era el Unico de su tipel g@ais al momento de realizarse este
estudio, presentando muy baja produccion. En téaesitiosLithobates catesbeianusie
portadora dé3d, con alta frecuencia de infeccién. Los resultadomdican en la tabla 4.1, e

imagenes de los diagnosticos se muestran en lasfig.3 y 4.4.

TABLA 4.1. Infeccién por Batrachochytrium dendrobatidien Rana toro norteamericankitifobates
catesbeianysde Uruguay.

: . Diagnadstico Positivos/n, %
Est (@) Fech
stadio figen echa (ndmero de la muestra) (1IC)
PCR:
L 16/X/2010 1/2
arva 6/X/ (BKT 3086) /
Larva Criadero activo, préximo a 16/X/2010 (:E_:_O;%%g) 1/1
Libertad, Dpto. de San José 5CR
20/20, 100 %
Adulto 16/X/2010 (BKT 3088, sexo 0/20, 100 %

indeterminado) (IC 83,9-100)

Criadero abandonado,
Larva Arroyo Bizcocho, Dolores, 2009 Histologia 1/1
Dpto. de Soriano

Criadero abandonado,
Larva Rincén de Pando, Dpto. de [V/2005 Histologia 1/1
Canelones

PCR, muestras de piel

Adultos/ Poblacion silvestre 8-9/1X/ 8/12, 67 %
i ’ (BKT 3353-3355Q %, 3356 '
b adult . 2011 . . IC 0,39-0,86
sub adultos Acegua,Llelet(; de Cerro juvenil, 3647—3654) ( )
Larva g 8/1X/2011 Histologia 1/1
TOTAL 33/38, 86,8 %

* Ver Capitulo 3, figura 3.1.
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FIGURA 4.3. Infeccibn por Batrachochytrium dendrobatidisen larvas Rana toro
norteamericanaL{thobates catesbeianusle UruguayA y B, discos orales de ejemplares de
Rincon de Pando, Dpto. de Canelones, y Arroyo RizopDpto. de Soriano. En ambos casos se
observa notoria falta de queratina (coloracién @§cuBarras = 2 mmC y D, cortes
histolégicos respectivos donde se observan numemesmorangios vacios (1), con septos (2),
endosporas (3), esporangios maduros con tubossgarda (4), y esporangios vacios con tubos
de descarga (5); tincion H&E. Barras = 20 um.

Xenopus laevisy otras especies

Xenopus laevise cria actualmente en Uruguay para el mercadd beaanimales de

compafiia, y no se conocen en el pais poblaciohestses. La mayoria de los ejemplares

comercializados, son descendientes de una peqo&itaacde reproductores ingresados a un

criadero en Montevideo desde Argentina en 1993 KMrtinez, com pers.). El mismo

comercializd la especie localmente desde 1995 Hawsta del 2011, y exportd miles de

individuos ilegalmente a Rio Grande do Sul, des@i@71a 2000 (M. Martinez, com. pers.).

Previo a su cierre se adquirieron en el mismo étinpjares (lote MNHN 9524), uno de los

cuales result6 positivo al PCR (muestra BKT 328iBndo la prevalencia 0,09 (1/15).
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FIGURA 4.4. Diagnéstico de infeccion poBatrachochytrium dendrobatidien
adultos de Rana toro norteamericanhdthpbates catesbeianusde Uruguay. Se
muestra una corrida electroforética de producto$@& en gel de poliacrilamida.
Carriles 1.8, ejemplares de criadero positivos; 9, controlatigg, ADN molde de
higado de anfibio Melanophryniscus montevidensdNHN 9522); 10, control
negativo sin ADN molde; 11, control positivo, celia423; 12, marcador de tamafio
(pares de bases). La flecha sefiala la amplificacién dos fragmentos, de
aproximadamente 300 y 330 pb (ver Capitulo 3).

El ejemplar deCeratophrys ornatatambién resulté positivo d@d. Originario de
Argentina, fue colectado en la naturaleza e intt@hhujunto a otros de la misma especie en
1986, y mantenido desde entonces en un terrariovidiidl. Las restantes muestras
correspondientes a anuros del génBambinay urodelos de los génerdsypsilotriton,
Ichthyosaura, Lissotriton, Neurergus, Pleurodel@siurus y Tylotriton, fueron negativas.
Una sintesis de los resultados se muestra enlé4db
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TABLA 4.2. Anfibios del mercado de animales de compafiia gocoidnes privadas en Uruguay
estudiados mediante PCR para la deteccid®atiachochytrium dendrobatidis

. Origen Fecha de .
Especie , . Positivos/n
(nimero del hisopo) muestreo
ANURA

Bombina orientalis Criadero X1/2013 0/4
Silvestre, Argentina

Ceratophrys ornata (BKT 3656) IX/2013 1/1
Criadero, Atlantida 29/1/2011 0/4

(MNHN 9523)
Criadero, Montevideo
(MNHN 9524)

Xenopus laevigvar. albino)
13/VI1/2011 1/11

URODELA
Hypselotriton cyanurus cyanurus Criadero, Montevideo X1/2013 0/4
Hypselotriton orientalis Criadero, Montevideo X1/2013 0/1
Ichthyosaura alpestris apuanus Criadero, Montevideo XI1/2013 0/3
Lissotriton italicus Criadero, Montevideo X1/2013 0/2
Neurergussp. Criadero, Montevideo XI1/2013 0/3
Neurergus crocatus Poblacion silvestre, Turquia XI1/2013 0/4
Neurergus strauchii strauchii Criadero, Montevideo X1/2013 0/1
Criadero, Montevideo X1/2013 0/1
Pleurodeles walltl Acuario comercial, Montevideo
(BKT 3834, 3835) XI11/2013 0/5
Triturus dobrogicus Criadero, Montevideo X1/2013 0/4
Triturus marmoratus Criadero, Montevideo X1/2013 0/8
Tylotriton verrucosus shanijing Paoblacion silvestre, China X1/2013 0/1
Tylotriton verrucosus verrucosus Criadero, Montevideo X1/2013 0/3
2/55
TOTAL 9.1 %)
Discusion

La infeccibn porBd en anfibios introducidos a Uruguay se detecté &s tspecies
ampliamente comercializadas internacionalme@eratophrys ornata, Xenopus laews
Lithobates catesbeianuka primera, a pesar de ser muy popular como ardeaompaiiia y
ornamental (Prestridget al. 2011; Winterset al. 2014), no es comunmente criada o
comercializada en el pais por lo que su ingregmaedcer no presenta actualmente relevancia
epidemiolégica como vector d&d. La infeccién asintomatica pddd en esta especie en
cautiverio fue previamente reportada por @hal. (2008) y Gokaet al. (2009) para Japoén, y
se conoce un caso de mortalidad aparentementeadabdalitridiomicosis en los Estados
Unidos (Nicholset al. 1998). Resulta particularmente interesante qugeeb@ar estudiado

presento infeccion poBd luego de ser mantenido aislado en un acua-terrgsto tiene
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implicancias epidemioldgicas, ya que un ejemplaladd en cautiverio puede ser un vector
potencial dBd, aun décadas después de haber adquirido la infeccion

Los resultados obtenidos muestran ademas por @iwezr la presencia dBd en
ejemplares de anfibios exoticos asilvestrados emgliry. El hallazgo de varias poblaciones
de Lithobates catesbeianymsitivas aBd es coherente con reportes previos de esta infeccion
en varios establecimientos de cria de esta espad pais (Mazzorgt al. 2003; Garneget
al. 2006) y en poblaciones de la region (Schloegedl. 2009; Girhardiet al. 2011). La
elevada prevalencia en la muestra estudiada sugiereesta especie invasora ha sido un
importante vector para la dispersion de dicho patégen Uruguay. La transmision de
patdgenos a poblaciones silvestres de anfibiosraegunte se vio favorecida por varios
factores, entre ellos el vertido de efluentes désslesistemas de produccidn sin tratamiento
previo y los escapes de individuos. Ademas, ldersias de cria de ranas implementados en
el pais permiten el ingreso de anfibios nativosos éncierros, principalmente hilidos
(Mazzoniet al.2003; obs. pers.).

El establecimiento de poblaciones silvestrekitt®bates catesbeianudsera de su rango
de distribucion natural es un serio problema edotbg escala global, poblaciones invasoras
son conocidas en numerosos paises de Asia, EuragaAméricas (Ficetolat al. 2007). La
cuenca del Rio de la Plata, incluido nuestro pesspotencialmente muy apta para el
establecimiento de poblaciones silvestres de estacee (Giovanellet al. 2008; Ficetolaet
al. 2007; Noriet al.2011). Numerosas poblaciones invasoras son corsoeiérgentina y el
sureste de Brasil (Bottt al.2011; Noriet al.2011). A la introduccién potencial de patdgenos
conL. catesbeianuse suma el efecto deletéreo que tiene esta esgmie anfibios nativos
(Kieseckeret al. 2001; da Silvaet al. 2011; Boelteret al. 2012). En Uruguay deberian
tomarse medidas urgentes para planificar el cogtmyentual erradicacion de la poblacion
silvestre conocida.

El ingreso deXenopus laevis Uruguay fue mucho mas reciente que en el hernasfer
norte, posiblemente debido al uso local de espeo@$vas con fines biomédicos.
Alternativamente a la utilizacion d&enopus,las pruebas biolégicas de embarazo se
realizaron en Uruguay siguiendo la técnica de QdHinini (1947) con machos del sapo
nativo Rhinella arenarumhasta que métodos bioquimicos estuvieron dispemidlmediados
de los afios 1970s (Klappenbach & Orejas-Mirand®;1D6 Carnevia, com. pers.). Si bien no
se han detectado poblaciones silvestreX.devisen Uruguay, su comercio creciente y la
deteccion deBd en individuos criados a partir del stock de criginal son un potencial

problema de conservacién para especies nativas.
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La muestra d&Xenopus laevianalizada en este estudio es pequefia, pero podkInios
qgue la prevalencia de infeccion pBd observada (6,7 %) es intermedia con respecto a lo
reportado en la literatura. En poblaciones silesstiel continente africano ésta se sitla en
2,7-2,8 % en ejemplares de museo (Wel@dral. 2004; Vredenburget al. 2013). Por otra
parte, en estudios sobre poblaciones silvestrdsEdi#lJ y Chile, las prevalencias fueron de
13y 24 % respectivamente (Satisal. 2010; Vredenburgt al.2013).

Ejemplares de otras especies de anfibios exoti@asinoluidas en este estudio,
provenientes de poblaciones silvestres, han sigmitados ocasionalmente en forma ilegal
desde Argentina principalmente a partir de la décdd 1980s (obs. persQeratophrys
cranwelli, Hypsiboas faber, Lepidobatrachsp, Leptodactylus laticepy Phyllomedusa
sauvagii. También ingresan esporadicamente desde dicho pa&smecimenesriados en
cautiverio deC. cranwelli (albino), Bombina orientalis, Dendrobates auratus, Litoria
caerulea y diversas especies de tritones y salamandras cGymops pyrrhogaster,
Notophthalmus viridescens, Paramesotriton hongksisenPleurodeles waltly Taricha
torosa (obs. pers.). Algunas de estas especies son aemi@necriadas y vendidas en el
mercado local, por ejemph. waltl.

En suma, existe en Uruguay desde hace ya variagdag€cun incremento en la
introduccidén de especies fordneas de anfibios coalieados vivos con fines productivos,
ornamentales, como animales de compafia y por parteoleccionistas. Esta tendencia
acompafa un fenomeno global de aumento en el camEstas especies (Schlaegfeal.
2005), cuya practica lleva asociado un alto rietgyestablecimiento de poblaciones invasoras
(Keller & Lodge 2007), con la consecuente de dmsiperde parasitos y microorganismos
patogenos comBd (Schloegekt al. 2010; Rodgergt al. 2011). La importacién de anfibios
Vivos en nuestro pais, su cria y comercializaciahrian contribuido a la introduccion y
dispersiéon deBd en amplias zonas del territorio, principalmente ¢@rRana toro como
vector. Seria deseable la implementacion de prlsceanitarios para el ingreso de
ejemplares vivos y el monitoreo de criaderos cofinetle minimizar el riesgo de dispersion
de patdgenos (ver Murrat al.2011). Esto deberia acompafarse de informacidgidirpara
el publico general, que usualmente desconoce ldengales efectos nocivos de la

introduccidn, cria y liberacidén accidental o intemal de ciertas especies.

77



Referencias

Amestoy, F., Spinetti, M. & Fabiano, G. (1998) Distributions,13, 476-485.
Aquatic species introduced in Uruguay.Fisher, M.C. & Garner, T.W.J. (2007) The
Verhandlungen des Internationalen Verein relationship between the emergence of
Limnologie,26, 2170-2173. Batrachochytrium dendrobatidis, the
Bardier, C., Ghirardi, R., Levy, M. & Maneyro, R. international trade in amphibians and introduced
(2011) First case of chytridiomycosis in an adult amphibian specieszungal Biology Review1,
specimen of a native anuran from Uruguay. 2-9.
Herpetological Review42(1), 65—66. Galli Mainini, C. (1947) Pregnancy test using thalen
Boelter, R.A., Kaefer, I.L., Both, C. & Cechin, S. toad. Journal of Clinical Endocrinology,7(9),
(2012) Invasive bullfrogs as predators in a 653—-658.
Neotropical assemblage: What frog species d@arner, T.W.J., Perkins, M.W., Govindarajulu, P.,
they eatAnimal Biology 62, 397—-408. Seglie, D., Walker, S., Cunningham, A.A. &
Borteiro, C., Aramburu, A., Kolenc, F. & Cruz, J.C. Fisher, M.C. (2006) The emerging amphibian
(2009) Chytridiomycosis in frogs from Uruguay. pathogen Batrachochytrium  dendrobatidis
Diseases of Aquatic Organisn®@l(2), 159-162. globally infects introduced populations of North
Both, C., Lignau, R., Santos-Jr., A., Madalozzo, B. American bullfrog, Rana catesbeiana. Biology
Lima, L.P. & Grant, T. (2011) Widespread Letters,2, 455-459.
occurrence of the American Bullfrogithobates Gilbert, M., Bickford, D., Clark, L., Johnson, A,
catesbeianugShaw, 1802) (Anura: Ranidae), in Joyner, P.H., Keatts, L.O., Khammavong, K.,
Brazil. South American Journal of Herpetology, Van, L.N., Newton, A., Seow, T.P.W., Roberton,
6(2), 127-134. S., Silithammavong, S., Singhalath, S., Yang, A.
da Silva, E.T., Ribeiro Filho, O.P. & Feio, R.N. & Seimon, T.A. (2013) Amphibian pathogens in
(2011) Predation of native anurans by invasive  southeast Asian frog tradeEcoHealth, 9(4),
bullfrogs in southeastern Brazil: spatial variation 386-398.
and effect of microhabitat use by preyouth Giovanelli, J.G.R., Haddad, C.F.B. & Alexandrino, J
American Journal of Herpetolog$(1), 1-10. (2008) Predicting the potential distribution of the
Daszak, P., Strieby, A., Cunningham, A.A., Longgore alien invasive American bullfrog Lithobates
J.E., Brown, C.C. & Porter, D. (2004) catesbeianys in Brazil. Biological Invasions,
Experimental evidence that the BullfroRana 10(5), 585590.
catesbeianp is a potential carrier of Girhardi, R., Lépez, J.A., Scarabotti, P.A., Stegio
chytridiomycosis, an emerging fungal disease of = M.M. & Perotti, M.G. (2011) First record of the
amphibians. Herpetological Journal, 14(4), chytrid fungus inLithobates catesbeianusom
201-207. Argentina: exotic species and conservation.
Ficetola, G.F., Thuiller, W. & Miaud, C. (2007) Revista Mexicana de Biodiversida82, 1337—
Prediction and validation of the potential global 1339.
distribution of a problematic alien invasive Goka, K., Yokoyama, J., Une, Y., Kuroki, T., Susuki

species — the American bullfropiversity and K., Nakahara, M., Kobayashi, A., Inaba, S.,

78



Klappenbach,

Mizutani, T. & Hyatt, A. (2009) Amphibian

chytridiomycosis in  Japan: distribution,

Facultad de Veterinaria, Universidad de la

Republica, Montevideo, 20 p.

haplotypes and possible route of entry into JapaMazzoni, R. & Carnevia, D. (1996) Andlisis de la

Molecular Ecologyl18, 4757-4774.

Gurdon, J.B. & Hopwood, N. (2000) The introduction

of Xenopus laevigto developmental biology: of

situacién y perspectivas de la ranicultura en
Uruguay.Boletin del Instituto de Investigaciones
PesquerasFacultad de Veterinarial 3, 5-18.

empire, pregnancy testing and ribosomal geneMazzoni, R., Cunningham, A.A., Daszak, P., Apolo,

International Journal of Developmental Biology,
44, 43-50.

Keller, R.P. & Lodge, D.M. (2007) Species invasions

from commerce in live aquatic organisms:
problems and solution&ioscience57(5), 428—

436.

Kiesecker, J.M., Blaustein, A.R. & Miller, C.L. (QQ)

Potential mechanisms underlying the
displacement of native Red-Legged frogs by
introduced Bullfrogs. Ecology, 82(7), 1964-
1970.

M.A. Orejas-Miranda, B
Anfibios vy

(Montevideo),11, 1-68.

(1969)

Reptiles. Nuestra  Tierra

Kolby, J.E., Smith, K.M., Berger, L., Karesh, W.B.,

Preston, A., Pessier, A.P. & Skerratt, L.F. (2014)

A., Perdomo, E., Speranza. G. (2003) Emerging
pathogen of wild amphibians in frogfkgna
trade.
Emerging Infectious Disease¥8), 995998.

catesbeianp farmed for international

Measey, G.J., Rédder, D., Green, S.L., Kobayashi, R

Lillo, F., Lobos, G., Rebelo, R. & Thirion, J.M.
(2012) Ongoing invasions of the African clawed
frog, Xenopus laevisa global reviewBiological
Invasions14(11), 2255-2270.

Murray, K., Skerratt, L., Marantelli, G., Berger,,L

Hunter, D., Mahony, M. & Hines, H. (2011)
Hygiene protocols for the control of diseases in
Australian frogs. A report for the Australian
Government Department of

Water,

Sustainability,
Environment, Population and

Communities26 p.

First evidence of Amphibian chytrid fungusNichols, D.K., Pessier, A.P. & Longcore, J.E. (1p98

(Batrachochytrium dendrobatidisind Ranavirus
in Hong Kong amphibian trad®LoS ONE9(3),
€90750.

Laufer, G., Canavero, A. Nufiez, D. & Maneyro, R.

(2008)

invasion

Bullfrog (ithobates
in Uruguay. Biological
10(7), 1183-1189.

Invasions,

Lombardo, I., Elgue, E., Villamil, J. & Maneyro, R.

(2016) Registro de una poblacién asilvestrada de

Rana toro I(ithobates catesbeianugAmphibia:

Anura: Ranidae) en el Departamento de
Maldonado, UruguayBoletin de la Sociedad
Zoolégica del Uruguay (22 épocaR5 (en

prensa).

Cutaneous chytridiomycosis in amphibians: an
emerging diseaseProceedings of the 1998
Annual Conference of the American Association
of Zoo Veterinariangpp. 269-271.

catesbeianus Nori, J., Akmentins, M.S., Ghirardi, R., Frutos, &.

Leynaud, G.C. (2011) American

invasion in Argentina: where should we take

bullfrog

urgent measure®Biodiversity and Conservation,
20, 1125-1132.

Prestridge, H.L., Fitzgerald, L.A. & Hibbitts, T.J.

(2011) Trade in non-native amphibians and
reptiles in Texas: lessons for better monitoring
and implications for species introduction.
Herpetological Conservation and Biolog§(3),

324-339.

Mazzoni, R. (2001Ranicultura. Manual basico para
inversores. Proyecto Ranicultura DINARA/IIP.Rodgers, C.J., Mohan, C.V. & Peeler, E.J. (2018 Th

79



spread of pathogens through trade in aquatic laevis in Chile. Biological Invasions, 12(6),

animals and their productsScientific and 1641-1646.

Technical Review of the Office International de$pinetti, M. (2003) Acuicultura: emprendimiento y

Epizooties30(1), 241-256. producciéon 2000-2001. Entnforme Sectorial
Schlaepfer, M.A., Hoover, C. & Dodd, K.D. Jr (2005) Pesquero 2000-2201Direcciéon Nacional de

Challenges in evaluating the impact of the trade  Recursos Acuaticos, DINARA/MGAP.

in amphibians and reptiles on wild populations. Montevideo, pp. 14-17.

Bioscienceb5, 256—-264. Une, Y., Kadekaru, S., Tamukai, K., Goka, K. &
Schloegel, L.M., Picco, A.M., Kilpatrick, A.M., Kuroki, T. (2008) First report of spontaneous

Davies, A.J., Hyatt, A.D. & Daszak, P. (2009) chytridiomycosis in frogs in AsiaDiseases of

Magnitude of the US trade in amphibians and  Aquatic Organisms32(2), 157160.

presence oBatrachochytrium dendrobatidand Vizotto, L.D. (1984) RaniculturaCiéncia e Cultura,

ranavirus infection in imported North American 36(1), 4245.

bullfrogs (Rana catesbeiana Biological Vredenburg, V.T., Felt, S.A., Morgan, E.C., McNally

Conservation142, 1420-1426. S.V.G., Wilson, S. & Green, S.L. (2013)
Schloegel, L.M., Ferreira, C. M., James, T.Y,, Prevalence oBatrachochytrium dendrobatidia

Hipolito, M., Longcore, J.E., Hyatt, A.D., XenopuLollected in Africa (1871-2000) and in

Yabsley, M., Martins, A.M.C.R.P.F., Mazzoni, California (2001-2010). PLoS ONE, 8(5),

R., Davies, A.J. & Daszak, P. (2010) The North e63791.

American bullfrog as a reservoir for the spread diVeldon, C., du Preez, L.H., Hyatt, A.D., Muller, &.

Batrachochytrium dendrobatidisin  Brazil. Speare, R. (2004) Origin of the amphibian

Animal Conservationl3 (Suppl. 1), 1-9. chytrid fungus. Emerging InfectiousDiseases,
Shapiro, H.A. & Zwarenstein, H. (1934) A rapid test 10(12), 2100-2105.

for pregnancy onXenopus laevisNature, 133, Winters, H.D., Albertini, K.M., Neely, LE. &

762. Takahashi, M.K. (2014) Prevalence of the
Solis, R., Lobos, G., Walker, S.F., Fisher, M. & amphibian chytrid fungus among zoo and pet

Bosch, J. (2010) Presence Batrachochytrium store collections in the northeastern United

dendrobatidisin feral populations ofXenopus States.Herpetological Review45(2), 242-244.

80



Capitulo 5

Haplotipos deBatrachochytrium dendrobatidis

Resumen

Se estudié la diversidad de haplotipos para unnfeado de la region ITS de
Batrachochytrium dendrobatidi¢Bd), en poblaciones de anfibios nativas y exéticas. Se
encontraron tres haplotipos pertenecientes a la g@gpogénica globaBdGPL, y no se
identificaron cepas nativas. Los tres haplotiposist@vieron a partir de especies nativas de
anfibios, y uno solo de ellos se identificdé en tespecies introducidas, la Rana toro
norteamericand.ithobates catesbeianus, Xenopus lagvi€eratophrys ornatalLa mayor
diversidad de haplotipos en especies nativas seapame a la hipotesis de introducciéon de
Bd por L. catesbeianusespecie introducida en numerosas regiones por ecado
internacional de anfibios. Estos hallazgos estaracdeerdo con muestreos retrospectivos
realizados en la costa Atlantica de Brasil, dorslerelémica la presencia del linaje na¢b
Brazily deBdGPL.
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Introduccioén

Los primeros trabajos sobre genéticaBirachochytrium dendrobatidi€Bd) encontraron
poca variabilidad, lo cual resultaba compatible conpatdégeno emergente experimentando
una reciente expansion en su rango de distribu@forehouseet al 2003; Morgaret al
2007). El hallazgo hace poco mas de una décadzddm un ejemplar del anubdenopus
laevis colectado en Sudéfrica en 1938 hacia pensar goBgein de este patdgeno en otros
continentes podria ser a partir de anfibios exdodadesde el sur del continente africano
(Weldonet al. 2004). Esta dispersion global podia llegar a eapsie por el hecho de gie
laevis fue intensamente comercializado internacionalmeletse fines del siglo XIX (ver
Introduccién del Capitulo 4). Los hallazgos magogeale infeccién poBd en ejemplares de
museo de otras partes del mundo eran hasta hacenpocho mas recientes, por ejemplo
1961 EEUU, 1978 Australia, 1983 Centroamérica, 19808américa, 1997 Europa (Bossth
al. 2001; Bonaccorset al.2003; Weldoret al.2004).

Otros hallazgos de infeccion p&d en Africa en un ejemplares de museo de varias
especies del génerdenopuscolectados durante los afios 1930s y 1940s (Sotb-&izal.
2009; Vredenburget al. 2013), reforzaban la idea del origen africanoBde Sin embargo,
Gokaet al. (2009) publican el hallazgo en Japdn de numerbapktipos correspondientes a
una region del gen 18S de ARNrHBd, y en base a esta mayor variabilidad genética mrgie
a Japon como posible origen del patégeno. Los esittitan ademas la observacionBiken
un ejemplar de la salamandkadrias japonicugolectado en 1902.

Estudios recientes sobre genéticaBtebasados en secuencias del genoma completo
encontraron la existencia de una mayor variabiligatha compleja historia evolutiva de este
patdgeno. Se ha sugerido oBeé seria endémico dalgunas areas y un patégeno nuevo en
otras, y se han identificaron varios linajes ppabdes, el panzootico globaBdGPL”, del
Cabo ‘BdCape”, Suizo BACH”, de Corea Bd-Korea” y “Bd-Brazil” (Farreret al. 2011;
Schloegelet al. 2012; Batailleet al. 2013; Rosenblunet al. 2013). Rodriguezt al. (2014)
estudiaron la dindmica espacio-temporaBdeen anfibios de la Mata Atlantica, encontrando
casos de infeccion a partir desde 1894 y BdéPL y Bd-Brazil han estado presentes en
anfibios de Brasil al menos desde 1897 y 1916 odisppenente, previo a la introduccion de
anfibios exéticos en dicho pais. Al momento, lososladisponibles sobre caracterizacion

genética ddd en Brasil son los Unicos para Sudamérica.
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En Uruguay, los casos mas viejos de infeccién Badrse detectaron en un criadero
comercial de Rana toro del sur del pais durantepisodio de mortalidad de metamorfos en
1999 (Mazzonet al.2003). En especies nativas los casos mas viejossponden a larvas de
Physalaemus hensetiblectadas el afio 2001 en Pueblo Madera, norterdgudy (Borteiro
et al.2009). En esta seccidn se investiga la diversigdaaglotipos d8d presentes en el pais
tanto en ejemplares de especies nativas como utlides, con el fin de testar la hipotesis del

patdgeno nuevo.

Objetivos

Objetivo general

Testar la hipotesis del patégeno nuevo en espeatesas de anfibios de Uruguay.

Objetivos especificos

1) Identificar los haplotipos correspondientes a waginento de la region ITS d&d
presentes en especies nativas de anfibios, tantmltfzgo comin como especies en

declinacion.

2) ldentificar los correspondientes haplotipos en esge de anfibios introducidos

mantenidos en cautiverio y asilvestrados.

Materiales y metodos

Se estudiaron 34 productos de PCR que resultarsitios a la amplificacion de un
fragmento de la region ITS d&d, obtenidos en los estudios de los Capitulos pretesidny
5. Las muestras utilizadas correspondieron a pieservada en etanol 95 % v/v e hisopados

de especies nativas de anfibios e introducidata &afh. Dichas muestras fuerparificadas,
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secuenciadas en ambos sentidos, y los cromatograditeslos y procesados segun se
describe en el Capitulo 2.

Resultados

Las 36 muestras analizadas permitieron obtenee@%escias, ya que tres productos de PCR
correspondientes a hisopados de un ejemplé&hysalaemus hense(BKT 2670) y dos de
Pleurodema bibron{BKT 2700, 3434) produjeron dos secuencias difesentina con cada
primer. Se identificaron tres haplotipos, indicadosno UYI, UYIl y UYIll, de 247, 253 y
257 pb respectivamente. Estos difirieron en una@nede 15 pb, situada a partir de la base 56
del fragmento estudiado en sentideBg'figura 5.1

FIGURA 5.1. Representacion esquematica de las diferencia®e dof tres haplotipos de
Batrachochytrium dendrobatididentificados en Uruguay. De arriba a abajo UYY|ILy UYIII.

La mayoria de las secuencias pertenecieron a [dethes UYIII (22/36, 61 %) y UYI
(13/36, 36 %), ampliamente distribuidos en el p&ste ultimo fue obtenido a partir de
muestras deHypsiboas pulchellus, Physalaemus henséligurodema bibroni,Rhinella
arenarum,Melanophryniscus sanmartinjulianus uruguayuy Odontophrynus americanus.

El haplotipo UYII se identificé solamente en unrej@ar dePl. bibroni de Valentines en el
centro-este del pais. Por su parte, el haplotipdllUd€ identificO en una larva dél.
pulchellusy en adultos d®. henselii, Pl. bibroni S. uruguayusEste fue ademas el Gnico
haplotipo identificado en las tres especies intcaths estudiadasCeratophrys ornata,
Xenopus laeviy Lithobates catesbeianusnto de criadero como silvestre. Los resultados se
resumen en la tabla 5.1, y la distribucion geoggafie los haplotipos y sus respectivos

hospedadores se indica en la figura 5.2.
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TABLA 5.1. Origen de las secuencias de la region ITS8Bd&achochytrium dendrobatidisbtenidas de
anfibios de UruguayLas muestras corresponden a ejemplares aduliasisdicacion.

Especie Procedencia Fecha Muestra secuencias lpaplot
Ceratophrys ornata Argentina X/2013 BKT 3656 1 Uylll
LaPaloma, Dpto. 7,013 BKT 3553 1 Uyl
de Rocha
Delta del Tigre, BKT 3084
8/X/2010 1
Hypsiboas pulchellus Dpto. de San José (larva) Uyl
Quebrada de los
Cuervos, Dpto. de  9/X/2012 BKT 3513 1 Uyl
Treintay Tres
Quebrada de los
: BKT 2773,
Julianus uruguayus Cuervos, Dpto. de  6/1X/2009 3 Uylll
. 2782, 2792
Treintay Tres
Libertad
(criadero), Dpto. de 16/X/2010 BKT 3088 7 Uylll
, (n=7)
Lithobates catesbeianus San José
Acegud, Dpto. de BKT 3647,
o P gixi2011 3649, 3650, 4 Uyl
g 3654
. - Salto del Penitente,
Melanophryniscus sanmartini atto det=ent en- © 26/1X/2009 BKT 2710 1 Uyl
Dpto. de Lavalleja
. Curticeras, Dpto.
Odontophrynus americanus . 7/\V11/2009 BKT 2746 1 Uyl
de Rivera
Oceania del BKT 2654
20/V1/2009 ' 2
Polonio, Dpto. de 2656 Uyl
Physalaemus henselii Rocha S0/VI/2009  BKT 2670 > Uyl, Uyl
Ruta 7. km 139 5/V11/2009 BKT 2721 1 Uylil
' 10/V1/2011  BKT 3268 1 Uyl
Ruta 10 km 253 21/V1/2009 BKT 2666 Uylil
Oceania del 21/V1/2009 2?71—822;36 Uyl
Polonio, Dpto. de '
Rocha
21/V1/2009 BKT 2700 2 Uyl, Uylll
Pleurodema bibroni s
Valentines, Dpto.
de Treinta y Tres 15/VI1/2012 BKT 3434 2 Uyl, Uyll
Jaureguiberr BKT
GUDETY, 1612012 3465 1, 3, 3 Uyl
Dpto. de Canelones
14
Barra de Valizas
Rhinell " 8/1/2006 BKT 656 1
inella arenarum Dpto. de Rocha Uyl
Montevideo
Xenopus laevis (acuario), Dpto. de 13/VII/2011  BKT 3291 1 Uylll

Montevideo
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FIGURA 5.2. Distribucion geografica y hospedadores de losdtgguls deBatrachochytrium
dendrobatidisidentificados en Uruguay en este estudio (I-IBr ¥exto). En rojo se indican
hospedadores introducidos. Localidades: 1, Cuds;e2, Acegud; 3, Quebrada de los Cuervos;
4, Valentines; 5, Ruta 7 km 139; 6, Salto del Rend; 7, Libertad; 8, Delta del Tigre; 9,
Montevideo; 10, Jaureguiberry; 11, La Paloma; 1&dbia del Polonio; 13, Barra de Valizas.

Discusion

El nivel de resolucion del presente estudio perrag@blecer correspondencias de los tres
haplotipos deBd identificados en Uruguay con los distintos linajde este hongo
caracterizados previamente, pero no es posibletifidan con exactitud la cepa. Los tres
haplotipos (UYI-II) pertenecen al linaje patogémglobalBdGLP, y no se detectaron cepas
nativas de Sudamérica como las presentes en Miiatida 8d-Brazil).

La secuencia del haplotipo UYI fue idéntica a lalde regiones homodlogas de los
haplotipos E de Gokat al. (2009; # acceso a GenBank AB435214), CN12 dedBail.
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(2012; #IN870743), y el haplotipo D reportado pchiGegelet al (2012; #JQ582906)
correspondiente a la cepa CW34 aislada a partéah®pus laevisle Sudafrica. El primero
fue identificado enLithobates catesbeianusilvestre de Japdén y ejemplares de anfibios
introducidos al mercado de animales de compafidid® pais Ceratophryscranwelli,
Glandirana rugosay Litoria caeruleg. En forma similar, el haplotipo CN12 de Bsti al.
(2012) fue encontrado en anfibios nativos de Chinan las especies introducidas
catesbeianug X. laevis.

La secuencia del haplotipo UYII se corresponde taxaente con las regiones homélogas
del haplotipo L de Gokat al.(2009; #AB435221) identificado dnthobates catesbeianwte
Japon, de los haplotipos A, B, N, O y S de la d8pé34 (Schloegett al. 2012; #JQ582924,
JQ582926, JQ582929, JQ582928 y JQ582920 respeetntajny del haplotipo E de la cepa
JEL423 (ver material suplementario de Schloegedl. 2012). Por su parte la secuencia de
UYIll fue idéntica a la de regiones homodlogas denarosas secuencias disponibles en
GenBank: EU779863, FJ373884, FJ232008, FJ23FIMB2013, FJ232015-FJ232018
(Gaertneret al, no publicado), AY997031 (cepa JEL197, Jareesl. 2006), FJ010547-
FJ010560 (Federicet al. 2008), AB435211 (haplotipo JAPAN-A, Goket al. 2009),
FJ229469, FJ229470 (Rodriguez al. 2009), HQ176491, HQ176492 (Tuppetr al. 2011),
JQ582942, haplotipos G, J, Ty P de la cepa CW3B,L, F, H, Jy L de la cepa JAM81, y
A, B, F e | de la cepa JEL423 (ver material supleta@o de Schloegeadt al. 2012). Si bien
los tres haplotipos de Uruguay pertenecen al liBafgPL, solamente UYIII fue identificado
en las especies introducid@gratophrys ornata, Lithobates catesbeiayu¥enopus laevis,
gue presentan una dispersién global debida attrafiternacional de anfibios

Los posibles origenes africano y asiatico de lpaseeBd (Weldonet al. 2004; Gokaet
al. 2009) son cuestionados recientemente por Rodrigieal. (2014). Estos autores
encuentran que tan®dGPL como cepas nativas del lind&d-Brazil estaban presentes en el
bioma Mata Atlantica desde hace mas de 100 afidisaim ademas que el caso mas viejo de
infeccién porBd en anfibios nativos corresponde a un ejemplaHgpsiboas pulchellus
colectado en 1894 en el estado de Rio Grande da&uh de Uruguay. Esto hace suponer de
la existencia deBd en anfibios nativos de Uruguay mucho antes de ti@doccion de
Lithobates catesbeianus Xenopus laevia la regidn. Recientemente Beclairal. (2016)
publican casos de infecciébn p&d en la cuenca amazonica, registrados en ejemplares
colectados a partir del afio 1895.

En el presente estudio, si bien el nimero de se@smbtenidas a partir de anuros

introducidos fue menor con respecto a especiesasatla mayor diversidad de haplotipos
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observada en estas Ultimas es coherente con leesipdel patbgeno endémico para explicar
la dindmica de infeccion pdd, como se ha propuesto para la Mata Atlantica (Roédet

al. 2014). De todas formas, el nivel de discriminadi@nla diversidad genética @& aqui
alcanzado no permite descartar la introduccionuiwas cepas d&d por parte de Rana toro
y otras especies (ej. JAM81).

La Rana toro es considerada un portador asintoondgdd (Daszaket al. 2004), con
una susceptibilidad variable a distintas cepasi&d puede influir en su respuesta al patdégeno
y en su rol como vector (Gervastial.2013). El criadero activo muestreado sufrié en911a9
pérdida de 28000 metamorfos en menos de un me$ (6)9 que estaban afectados por
quitridiomicosis (Mazzonget al. 2003). Rodriguezt al. (2014) plantearon que esta elevada
mortalidad podria deberse a cepas nativaBdleMazzoni et al. (2003) mencionan que
especies nativas (“tree frogs”; probableme®tiax granulatug Hypsiboas pulchell)sse
observaron en las instalaciones del criadero. &ibaego, en el presente estudio no se
detectaron cepas nativas. Como sefalan Mazet@ii(2003), el episodio de mortalidad pudo
tener origen en factores ambientales ya que ocarpdncipios del invierno (mayo), con el

comienzo de bajas temperaturas, en un rango Ojpamzoel desarrollo d&d (~ 17 °C).
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ENFERMEDADES CAUSADAS
POR ICHTHYOSPOREA

And the method by which the parasite suscaedinfecting fresh hosts

must remain for the present a complete myste

E.A. Minchin & H.B. Fantham, 1905

Parte de los resultados de esta seccién fueroricadbk en el transcurso de este estudio (ver
Apéndice 9):

Borteiro, C., Cruz, J.C., Kolenc, F., Verdes, J.Marafia, A., Martinez Debat, C., Kun, A., Ubilla, ® Okada,
K. (2014) Dermocystid-chytrid coinfection in the ®mpical frog Hypsiboas pulchellugAnura:
Hylidae).Journal of Wildlife Disease$0(1), 156-153.

Borteiro, C., Verdes, J.M., Cruz, J.C., SabalsagdvhJ., Kolenc, F., Martinez Debat, C. & Ubilla,. \2015)
Ichthyophonussp. (Ichthyophonae, Ichthyophonida) infection iB@uth American amphibian, the hylid
frog Hypsiboas pulchellus. Journal Wildlife Disease®(2), 536533.
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Los organismos pertenecientes a la Clase Ichthyeapson eucariotas unicelulares que
producen endosporas, cuya taxonomia y relaciomegefiéticas han sido controversiales
desde su descubrimiento hace mas de un siglo. ridmtdente se los ha relacionado con
diversos grupos de eucariotas, principalmente hgngdambién procariotas (ver Vilela &
Mendoza 2012). Las especies conocidas son paragitosualistas o simbiontes de
vertebrados e invertebrados, fundamentalmente iacadiMendozat al. 2002;Glockling et

al. 2013). En vertebrados terrestres la parasitosassseia al contacto directo con cuerpos de
agua dulce (Arseculeratne & Mendoza 2005).

La monofilia de Ichthyosporea fue propuesta inmehte por Ragaet al. (1996) para un
pequefio grupo de estos microorganismos denomirfaBePS”, sigla que hace referencia al
géneroDermocystidiumgl “rosette agent” patégeno de peces (actualm@pteaerothecum
destruensArkush et al. 2003), Ichthyophonusgy PsorospermiumbDado que el DRIP incluia
numerosos parasitos de peces, se le asigné a una rtiase llamada Ichthyosporea
(Cavalier-Smith 1998). La afinidad entre patdégedespeces del géneiermocystidiumy
Rhinosporidiumparasito de aves y mamiferos habia sido sugeridgprémamente por
Dunkerly (1914). Heret al. (1999) son quienes confirman mas tarde una cenedaaion
filogenética entr&hinosporidiuny el DRIP basandose en caracteres moleculares.

La Clase Ichthyosporea, incluye dos Ordenes, Deystioka y Eccrinida (Ruggieret al.
2015), con numerosos taxones parasitos de anfjbpexes (ejAnurofeca, Ichthyophonus;
ver Glockling et al. 2013). Estos organismos fueron llamados tambiénoMgsetozoea
debido a su cercana relaciéon con los hongos yrimsades (Herret al. 1999; Mendozat al.
2001). Sus relaciones filogenéticas se muestrda fgura 11-1.

El conocimiento sobre la ecologia de este grupales muy incompleto, y los ciclos
biologicos de la gran mayoria de las especies ip@sason insuficientemente conocidos
(Mendozaet al. 2002). Estas se asocian generalmente a una qmaiesle hospedador,
desconociéndose los mecanismos de propagacion emsamo organismo hospedador y la
transmision a hospedadores no infectados (Glockliraj. 2013). Todas las formas parasitas
descriptas producen endosporas y algunas aden@se$dipgeladas o “amebas” (Mend@ta
al. 2002).
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“Rosette agent”
Rhinosporidium seeberi

Dermocystidium sp. “DRIPs”
D. salmonis (Ichthyosporea)
Psorospermium haeckelii
Ichthyophonus hoferi
Aspergillus
Chytridium FUNGI
Mucor

FIGURA 1ll.1. Representacion esquematica parcial de las reksiditogenéticas del DRIP
(Ichthyosporea), adaptado de Frederiekal.(2000).
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Capitulo 6

Dermocistidiosis en anfibios de Uruguay vy
sur de Brasil: nuevos casos Yy revision

taxondmica de Dermocystida

Resumen

Los microorganismos del Orden Dermocystida (Ichsippmea) son parasitos de vertebrados,
conocidos inicialmente poRhinosporidium seeberipatbgeno de aves y mamiferos.
Numerosos géneros parasitos de anfibios y peceorsgcen de Europa y Norteamérica
(Amphibiocystidium Amphibiothecum, Dermocystidium, Hepatosphera, Spktaecun), y
solamente se ha descripto una forma parasita dbi@nieotropicalesOermosporidium
hylarun). Esta uUltima es considerada actualmente comdndémisno deR. seeberiEn este
Capitulo se presentan nuevos casos en anuros dgidyry sureste de Brasil, y un analisis
filogenético de Dermocystida utilizando secuendelsgen 18S. Se observo que las especies
parasitas de anfibios no conforman un grupo natyral salto entre hospedadores anfibios y
peces parece haber ocurrido mas de una vez emst@ihievolutiva de Dermocystida. Se
propone un nuevo ordenamiento taxondmico en Derstiolgy sinonimizando
Amphibiocystidium con Rhinosporidium, y proponiendo como valido el género
Dermocystidium.La forma Dermosporidium hylarumes redescubierta, y revalidada en
Rhinosporidium.Otras dos especies son identificadas, parasitd$ydsiboas pulchellugn
Uruguay y Scinax fuscovariusen S&o Paulo, Brasil. La primera corresponde a
Rhinosporidium rwandaeecientemente descripto de Africa tropical. La sefgues una nueva
especie del génerdSphaerothecum,bien diferenciada deSphaerothecum destruens,
previamente conocido del hemisferio norte. El lzaita deR. rwandaeen H. pulchellus
parece corresponder a un caso de dispersién naamabceanica.
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Introduccioén

Los parasitos unicelulares del Orden Dermocystidalfyosporea) provocan usualmente una
enfermedad nodular granulomatosa de piel y mucesasrtebrados acuaticos o que tienen
contacto con el medio acuéatico (Vilela & Mendozd 20 Estos parasitos son patégenos de
importancia tanto en medicina humana como vetear@r causar una enfermedad croénica,
potencialmente letal (Arseculeratne & Mendoza 2@&yleyet al. 2013). Entre las especies
mas relevantes se encuenRainosporidium seebeiue afecta aves y otros mamiferos,
incluido el hombre (Ramachandra Rebal. 1975; Kennedyet al. 1995; Arseculeratne &
Mendoza 2005), figura 6.1. La rinosporidiosis humére la primera enfermedad identificada

entre las causadas por Dermocystida (Seeber 1900).

FIGURA 6.1. Infeccion porRhinosporidium seebedn humanosA, granuloma obstruyendo
las narinas, foto gentileza de Sarath N. Arsectiiers Leonel Mendoza®, corte histoldgico de
un granuloma causado con numerosos esporangiasarrallo (flecha negras) y un esporangio
maduro con endosporas (flecha blanca), foto geatitie Leonel Mendoza.

Poco tiempo después de los primeros diagnosticoshemanos se describen
enfermedades similares en anfibios y peces, emuesla infeccién se presenta como una
afeccion nodular y ulcerativa de la piel y brangu@érez 1907; 1913; Dunkerly 1914), figura
6.2. En estos vertebrados acuaticos los dermaoistipleden tener fuerte impacto a nivel
poblacional, con elevadas tasas de morbilidad yatdad (Raffelet al. 2008; Rowleyet al.
2013).
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Fig, 11. Elément de Dermocystidium, mon-
trant la grosse inclusion excentrique
r, le noyvau n, etles petites inclusions
T X 2800,

FIGURA 6.2. Infeccion porDermocystidium pusuladaptado de Pérez (1913). corte histologico
de un ndédulo en piel con un esporangio subcutédepteto de endosporaB, ilustracion de la
endospora donde se sefiala una gran inclusion exeéfm), el nacleo (n) y pequefias inclusiones (i).

Los trabajos sobre dermocistidios de anfibios cowotion en afios sucesivos
principalmente en Europa, con el reporte de nueasss de infeccion y la descripcion de
especies parasitas de anfibios que son asignad&ss agéneros Dermocystidiumy
Dermomycoide¢Moral 1913; De Beauchamp 1914; Granata 1919; Caty&rNaville 1922;
Poisson 1937). Posteriormente Carini (1940) creaugvo género para una especie parasita
de anuros hilidos pertenecientes al grugaer del génerdscinax(“Hyla rubra”), hallados en
la zona de Tieté, en el sureste de Brasil. El alldona a este patdogeridermosporidium
hylarum,y lo relaciona corRhinosporidiumy Dermocystidiumsiendo al momento el unico
reporte de parasitosis por Dermocystida en anfilbiestropicales (Carini 1940). Nuevas
especies son luego asignadddeamosporidiumjdentificadas en anuros europeos del género
Rana (Broz & Frivora 1952; Broz & Kulda 1954) y en sapos del génAnaxyrus
(Bufonidae) de América del Nor{day & Pohley 1981).

Al igual que en el caso de los anfibios, numerespecies de Dermocystida parasitas de
peces fueron descriptas del hemisferio norte, fonetalmente en base a caracteres
morfologicos y a su ocurrencia en distintos hosgedss. La gran mayoria de ellas fueron
incluidas en el génerbermocystidium(Léger 1914; Hoshina & Sahara 1950; Elkan 1962;
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Cervinka & Vitovek 1974; Dykova & Lom 1992; Pekkagimet al. 2003; Feistet al. 2004;
Hassaret al. 2014), y una al género monotipi8phaerothecurfArkushet al.2003).

En una reciente revision Pascolgtial. (2003) retnen a las especies parasitas de anfibios
en un nuevo geénero llamadsmphibiocystidium.Posteriormente, varios autores realizan
estudios filogenéticos en base a caracteres malesuen los que se confirma el cercano
parentesco entrdmphibiocystidiumDermocystidiumy Rhinosporidium,y se propone el
génercAmphibiothecunparaDermosporidium pennede América del Norte (Feldmagt al.
2005; Pereirat al.2005). Mas recientemente Rafélal. (2008) describen una nueva especie
de América del Norte llamadamphibiocystidium viridescensncontrada en tritones de la
especie Notophthalmus viridescenslLa Ultima especie descripta en anfibios es
Rhinosporidium rwandaejescubierto en anuros africanos del gémgyperolius (Scheidet
al. 2015). En éstos y otros estudios que utilizanataras moleculareBermocystidiumy
Amphibiocystidiummo resultan ser taxones monofiléticos (Feldratal. 2005; Pereiraet al.
2005; Raffelet al.2008; Vilela & Mendoza 2012; Schead al. 2015), figura 6.3.

En este Capitulo se presentan nuevos casos deigrfgmor Dermocystida en anfibios de
Uruguay Yy Brasil, junto con una revision bibliogcaf de los dermocistidios parasitos de
anfibios. Se realiza ademas un analisis filogeaétiolecular de Dermocystida, incluyendo
secuencias obtenidas a partir del nuevo materiattamo. En base a este andlisis se reevalua
el estatus d®ermosporidium hylaruny se propone un nuevo ordenamiento taxonémico en

Dermocystida.
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FIGURA 6.3. Arboles mas inclusivos en andlisis filogenéticeevjps del Orden Dermocystida. Adaptado de lagrdg®nes originales.
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Objetivos

Objetivo general

Realizar una revisién taxonémica del Orden Dermidgsen base a un analisis

filogenético molecular.
Objetivos especificos

1) Presentar nuevos casos de infeccion por Dermoaystid anfibios de Uruguay y

sureste de Brasil, y estudiar la identidad de lmsonurganismos involucrados.

2) Obtener una aproximacion a las relaciones evokitea Dermocystida utilizando

secuencias del gen 18S, incluyendo nuevos casasfibios neotropicales.

3) Revisar la clasificacion taxondmica de Dermocystdabase al analisis filogenético,

principalmente de las especies parasitas de asfibio

4) Reevaluar el estatus taxonémicolRkrmosporidium hylarur€arini.

Materiales y Métodos

Sitios de estudio y colecta de ejemplares

Uruguay Entre setiembre de 2009 y agosto de 2012 sezaeati colectas de anfibios no
sistematicas en numerosas localidades del cerngoerd pais. Los sitios de estudio se
situaron principalmente en ambientes de serranéata dCuchilla Grande, y en zonas de

arenales costeros del Rio de la Plata y costa tiktéan

Brasil. Durante el periodo comprendido entre el 29 delwety el 4 de noviembre de 2014 se

realizaron colectas de anfibios en el estado dePaat, en la ciudad de Tieté y alrededores,
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localidad tipo deDermosporidium hylarumSe muestrearon también algunas localidades
cercanas en los Municipios de Sao Carlos y Rio oCldros habitats muestreados
correspondieron al bioma Cerrado (Tieté y alredesjoy a mosaicos de Cerrado y Mata
Atlantica. Carini (1940) indica como hospedadoresDd hylaruma ejemplares del anuro
hilido “Hyla rubrd’, actualmente un complejo de especies en el gruper del género
Scinax(ver Frost 2016). Por este motivo se procur6 ppalonente la colecta de estos hilidos.
Todos los ejemplares colectados (ver Apéndice 2Yyofu transportados al laboratorio,

sacrificados mediante anestésicos y procesados segietalla en el Capitulo 2.

Registro de lesiones y diagnostico

Todos los especimenes fueron examinados bajo mpaular a 10X en busca de lesiones
cutaneas compatibles con infecciéon por DermocysEdaaquellos que presentaron infeccion
cutanea se realiz0 un examen post-mortem para wvaloss&x presencia de lesiones, sin
extraccion de las visceras. Los hallazgos patad&digeron fotografiados con magnificacion,

y el diagndstico histopatoldgico se realizoé seguegdimientos descriptos en el Capitulo 2.
Técnicas moleculares

Se utilizaron muestras de esporangios de nodul@meons, disecados bajo lupa binocular,
fijados en etanol 95 % v/v y almacenados a -20 &lahsu procesamiento. Las mismas se
obtuvieron de siete ejemplares adultos Hgpsiboas pulchellusdel sur de Uruguay,
provenientes de Valentines (MNHN 9477), Dpto. deifita y Tres, y de los alrededores de
La Paloma (BKT 3478, 3494, 3553, 3558, MNHN 9478B0®, Dpto. de Rocha, y dos
ejemplares adultos d&cinax fuscovariugHylidae) de los alrededores de Rio Claro, esthlo
Sdo Paulo, Brasil (CFBH 39120, 39121). La técnieaedtraccion de ADN se indico
previamente en el Capitulo 2. Las reacciones de $&CRalizaron en base a dos protocolos.
El primero incluyd una desnaturalizacion inicial 2Zlenin a 94° C, seguida de 10 ciclos con
desnaturalizacion de 2 min a 94° C, 30 s de “ammgah 60° C (disminuyendo 1° C en cada
ciclo) y 45 s de extensién a 72° C, y luego 30osiclon una temperatura de annealing de 50°
C y una extension final de 5 min a 72° C, los cebesl utilizados, especificos de los
Ichthyosporea, permiten amplificar un fragmentoageoximadamente 800 pb del gen 18S
ARNr: 18S-EUK581L-F (5-ATCAACTTTCGRTGGTAAGGTA-3Y 18S-EUK1134-R (5'-
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TTTAARKTTCAGCCTTGSG-3') (Raffelet al. 2008). ElI segundo protocolo utilizado
consistio de una incubacion inicial de 2 min a @440 ciclos de 1 min a 94° C, 1 min a 55°
Cy 3 mina72° C, con 7 min finales a 72° C; lasuencias de los cebadores en este caso
fueron las siguientes: 5-TAAGCCATGCATGTCAAGTATAA-3 vy 5-
ACTAGGAATTCCTCGTBAAGATS-3’, que producen un fragntende aproximadamente
1400 pb (Feldmaret al. 2005). Los resultados de ambas rutinas se aralizaor
electroforesis en poliacrilamida (12 %), y algunm®ductos de PCR se purificaron y
secuenciaron en ambos sentidos segun se descrddeCapitulo 2. Las secuencias obtenidas

se depositaron en GenBank.
Analisis genéticos y filogenéticos

Las secuencias en forma de cromatogramas fuertadedia ojo con el programa Chrofhas
Su calidad fue controlada en el programa CLUSTALredlizando alineamientos con la
secuencia EF493028 danphibiocystidium viridescer{Raffel et al. 2008) y eliminando las
zonas correspondientes a las secuencias de lodateba Para el analisis filogenético se
utilizaron secuencias disponibles en GenBank, ymrido las distintas cepas conocidas de
Rhinosporidium seeberiSe utilizaron como grupo externo secuencias Cagpsaspora
owczarzaki(AF436886, Hertekt al. 2002) elchthyophonus hoferfU43712, Spanggaaret

al. 1996), y el arbol se enraiz6 con el horggpergillus fumigatugM60300, Barnset al.
1991). El muestreo de Dermocystida se presenta &ila 6.1.

El andlisis empled una aproximacion de homologééstieas, con alineamiento apriori de
las secuencias con el programa MAFFT v7 (Katoh &n8key 2013; disponible en:
http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). Los as& fueron hechos con programa TNT
(Goloboff et al. 2008; disponible en: http://www.cladistics.com/Ddaads.html), que utiliza
parsimonia como criterio de optimalidad. Los “gape’fueron considerados como un quinto
estadio. La estrategia de busqueda de arbolesstionde 1000 rondas de RAS (“random
addition sequence”) + TBR (“tree bisection and teeditment”) guardando hasta 100 arboles
por réplica. Como medidas de soporte se empledramdiee de Boostrap y la técnica de
Jackknife utilizando las rutinas “default” del pragha para matrices de datos pequefas, en el
primer caso con busquedas estandar (sin reempdi@z@P0 réplicas colapsando los arboles
por debajo de 1, y en el segundo consideran urzbpiladad de remocién para cada caracter

de 0,36 y calculando las frecuencias absolutasda grupo (Golobofét al.2008).
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TABLA 6.1. Muestreo de secuencias del gen 18S obtenidas d®aBknpara el analisis
filogenético de Dermocystida.

NuUmero de acceso en

Taxon GenBank Fuente
Amphibiocystidiunsp. EU650666 Di Rosa & Fagotti (no publicado)
Amphibiocystidiunsp. GU232541GU232543 Gonzalez-Hernandetzal. (2010)
Amphibiocystidium ranae AY550245, AY692319 Pereiret al.(2005)
Amphibiocystidium viridescens EF493028EF493030 Raffeét al.(2008)
Amphibiothecum penneri AY772000, AY772001 Feldmaet al. (2005)
Dermocystidiunsp. U21336 Ragaet al. (1996)
Dermocystidium fennicum AF533950 Pekkarineet al.(2003)
Dermocystidium percae AF533941AF533949 Pekkarineet al.(2003)
Dermocystidium salmonis U21337 Ragaet al.(1996)
Rhinosporidium rwandae KP172222 Scheidt al. (2015)

AF118851 Heret al.(1999)
AF158369 Frederickst al.(2000)
Rhinosporidium seeberi AY372365 Silvaet al. (2005)
AF399715
JQ231220 Burgesset al. (2012)
Sphaerothecum destruens 129455 Kerket al. (1995)
AY267344-AY267346 Arkushet al. (2003)

Resultados

Revision taxondmica

Rhinosporidium. La rinosporidiosis fue descripta por Seeber (19€90un trabajo de tesis
para acceder al titulo de Doctor en Medicina emBa@&ires, Argentina, bajo la direccion del
Prof. R. Wernicke. En el mismo se estudiaron dgsade afeccion nasal en humanos, uno de
ellos identificado por el Dr. Malbran en 1892, pestn adjudicar un nombre al
microorganismo. Este se describe como un patégenejiio conjuntivo y aparentemente de
reproduccién asexuada, con esporangios de hastgr@3fue cuyas esporas maduras miden
7-9 um. La primera denominacion recibida €otcidium seeberia: Wernicke, 1900” en el
libro Tratado de Parasitologia Animale Belou (1903, p. 62), publicado también en Baeno
Aires. El mismo es una sugerencia de Wernicke eomha su alumno (Ashworth 1924), hcha
en 1900 y recogida por Belou (1903). Las publicaesode Seeber (1900) y Belou (1903)
pasan varios afios inadvertidas para autores dgl mando. Minchin y Fantham (1905),
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describen entonces casos en humanos de la Ind@ngran al microorganismo responsable
Rhinosporidium kinealyiLa validez de este nombre es cuestionada pocauéegmr Seeber
(1912,fide Ashworth 1924), quien indica la prioridad skeberi.

Las relaciones taxonOmicas €Rhinosporidium seebefueron durante mucho tiempo
inciertas y controversiales hasta tiempos reciesieado considerado un protista cercano a
diversos grupos de eucariotas e incluso de prdearicSeeber (1900) lo relaciona a
Coccidioides immiti€ausante de la coccidiomicosis, una micosis sisgede zonas secas de
Ameérica descubierta en 1892 por Posadas y Werr(idiegroni 2011). Beattie (1906) lo
asocia con los Neosporidia, al igual que Minchifr&tham (1905) y Ridewood & Fantham
(1907) quienes a su vez lo consideran parte deHbigsosporidia, un grupo que incluyé
histéricamente diversos taxones que se pensalesadilmongos inferiores (Ashworth 1924).
Awerinzew (1910) no incluye a Haplosporidia en Nmw&lia y lo relaciona a Mycetozoa y
Amoebina. En concordancia con autores previos, raavek Pettit (1910) proponen un
parentesco con los haplosporidios. Autores posexriasocian Halposporidia con Rhizopoda,
y también &Rhinosporidiunton Phycomycota como Chytridinae (Ashworth 1924).

Un siglo después del descubrimientoRlgnosporidium seeberdos trabajos confirman
independientemente con caracteres molecularesrsanceparentesco con el DRIP (Hetr
al. 1999; Frederickst al. 2000), nombre utilizado por Raga&t al. (1996) para un clado
formado por parasitos de peces de los gérngesmocystidium, Ichthyophonysel “Rosette
agent” Sphaerothecujn Con este grupo de patégenos se constituye seCGtnthyosporea
(Cavalier-Smith 1998). Sin embargo, la polémicarsda posicion taxondmica de. seeberi
continu6 ya que algunos trabajos asignaron a eatég@no secuencias de ADN que
correspondian a hongos (Thankamani & Lipin Dev 20412ianobacterias (Ahluwaliat al.
1997; Ahluwalia 2001; ver también Mendcataal. 2001a). A pesar de este prolongado debate
en la comunidad cientifica, se considera actualenaf®. seebercomo un miembro de la
Clase Ichthyosporea (ver Mendaoztaal. 2001, Mendozat al. 2002, Vilela & Mendoza 2012
y Glockling et al. 2013). La afinidad entreRhinosporidiumy parasitos del género
Dermocystidiumhallados en peces fue sugerida tempranamente pokedly (1914) y
también por Carini (1940), quien sefiala ademasetrano parentesco entre éstos y la especie
parasita de anfibios por él descriptarmosporidium hylarum.

Desde su descripciéRhinosporidium seebehia sidoutilizado casi exclusivamente para
nombrar patégenos de homeotermos. Algunos micra@g@s asignados Rhinosporidium
identificados en el hombre y en aves y mamiferamé$ticos en varios continentes, son

consideradas hoy dia sindnimisR. seeber{Rhinosporidium amazonicuRhinosporidium
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ayyari, Rhinosporidium canis, Rhinosporidium cygné&hinosporidium equiVilela &
Mendoza 2012). Silvat al. (2005) encontraron que secuencias del gen 18S idasede
humanos de la India y Sri Lanka, y de aves y canai® Norteamérica presentaron escasa
variacion, considerando entonces que la rinospsislien estos hospedadores es causada por
diferentes cepas dR. seeberiMas recientemente Burgestal. (2012) estudian un caso de
rinosporidiosis en un equino exportado desde Amganhacia Canada y obtienen un
fragmento de 358 pb del gen 18S (# acceso a GenBapR1220). El mismo presentd 100%
de identidad con secuencias e seeberpublicadas previamente por Heat al. (1999) y
Frederickset al. (2000), obtenidas a partir de infecciones en humale Sri Lanka y en un
canino de EEUU respectivamente (incluyendo las eseas AF118851 y AF158369
utilizadas en este estudio). Resultados similaoesreportados por Leemingt al. (2007)
quienes estudian casos de rinosporidiosis en egjumportados al Reino Unido también
desde Argentina, indicando que la amplificacionudefragmento de 369 pb del gen 18S
presentd una coincidencia exacta con las mismaggei@s de referencia mencionadas.

La evidencia disponible apoya la hipdtesis de Rimnosporidium seebergescripto
originalmente en Argentings un patdégeno cosmopolita adaptado a diferentgsetadores
aves y mamiferos. Una excepcion es la consideratgdviilela y Mendoza (2012) de incluir
en su sinonimia al parasito de anfib@srmosporidium hylarumPor Gltimo cabe mencionar
que Scheidet al. (2015) describen durante el transcurso de esteliesa Rhinosporidium
rwandae parasito de anfibios africanos del génidgperolius.En su analisis filogenético este
nuevo patdégeno resultd ser la especie hermafRa seeber{ver figura 6.3)

Dermocystidium. Poco después del descubrimiento Rl@nosporidium seeberRérez
(1907) describe ®ermocystis pusulgarasito de la piel del tritGfriturus marmoratusen
Francia, causante de una enfermedad nodular qu(stc figura 6.2). EI génef@ermocystis
ya habia sido utilizado por Stafford (1905) paem@atodos parasitos de peces, y por este
motivo Pérez (1908) propone para su especie la ioatibn Dermocystidium pusulaPérez
(1907) reconoce la dificultad de establecer susid#des con otros protistas, y plantea una
posible relaciébn con hongos Entomophthorales. Hostgente sugiere que por el aspecto del
nacleo se trata de un hongo (Pérez 1913). Alexéi&fil) por su parte lo relaciona con
Blastocystisperteneciente a los Ascomycota, y De Beauchamp4{lfidica un posible
parentesco con Chytridiomycota debido a la obsémate zoosporas.

Guyénot & Naville (1922) poco tiempo después déscriuna nueva especie en la piel de
anfibios anuros en Europ&#na temporarig Dermocystidium ranaeNumerosas especies

parasitas de peces son descriptas en este géndas, cuales solamente unas pocas han sido
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incluidas en estudios moleculares, resultando shmi polifilético (Feldmaret al. 2005;
Pereiraet al. 2005; Raffelet al.2008; Vilela & Mendoza 2012).

Dermomycoides. Este género es propuesto por Granata (1919) paparasito de la piel
de Lissotriton vulgarisicomoTriturus vulgarig al que denomin®ermomycoides beccary,
seflala su semejanza cbBermocystidium pusulaPor su parte Poisson (1937) describe una
segunda especie del géneb®rmomycoides armoriacuparasito de la piel ehissotriton
helveticus(como Triturus palmatus Este autor menciona la formacion de zoosporab.en
armoriacus,mas complejas que las entonces conocidas para ©ideg®@rden Chytridiales, y
los incluye en los Archimycota.

Hepatosphera. Gambier (1924) describe un parasito causante fdeneedad hepatica en
Triturus cristatusy lo llamaHepatosphera molgarunkste autor encuentra también cicatrices
cutaneas similares a las producidas Ppermocystidium pusula; asume que ambos tipos de
lesiones son causadas por el mismo parasito. i &euentra que las relaciones de
Hepatospheraon dificiles de precisar, encuentra una cercaayjonton los hongos que con
los protozoarios. El trabajo de Gambier (1924) ssasamenteitado y discutido en la
literatura (Poisson 1937; Broz 1944; Rafé¢lal. 2008). Esto se debe posiblemente a que no
se han registrado otros casos similares de infectiépatica y cutanea en anfibios
aparentemente asociadas al mismo patégeno.

Dermosporidium. Este género es creado por Carini (1940) pBexmosporidium
hylarum, sefialando la gran similitud morfolégica que préseoon Rhinosporidiumy
DermocystidiumDicho autor diferencia ®ermosporidiumde Rhinosporidiunmpor parasitar
anfibios, presentar esporangios de mayor tamafi®-$00 vs 200-250 pum), y localizarse en
la piel ya queRhinosporidiunmafecta principalmente mucosas. Distingue adenishglarum
de las especies deermocystidiumentonces conocidas por tener sus endosporas rasltipl
cuerpos de inclusion, en vez de uno solo que dasplanicleo y citoplasma hacia la periferia
de la célula. En base a este ultimo criterio atsagecies son asignadaBermosporidiumEn
primer lugar Weiser (1949) descrilizermosporidium truttaecomo parasito de la trucha
Salmo trutta fariqlcomoTrutta fario). Posteriormente, tres especies parasitas dei@nibn
descriptas, Dermosporidium granulosunry Dermosporidium multigranulareen anuros
europeos del génefi®ana(Broz & Frivora 1952; BroZz & Kulda 1954), Permosporidium
pennerien sapos del génemnaxyrus(Bufonidae) de América del Nortgay & Pohley
1981).

La validez de las diversas especiesDlmosporidiumparasitas de anfibios ha sido

considerada en varios trabajos, siendo de Melld3)Luien sugiere primero qie hylarum
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seria una adaptacion @&hinosporidium seebed un hospedador anfibio. En forma similar
Herr et al. (1999) lo proponen junto @. granulosuntomo sinénimos d&. seeberdebido a
que parasitan vertebrados terrestres. Contrari@n®aiscoliniet al. (2003) en una revision
morfologica incluyen a los parasitos de anfibios eh género Amphibiocystidium,
reconociendo a las espec@shylarumy D. granulosumgcomo Amphibiocystidium hylarum

y Amphibiocystidium granulosumespectivamente. Comentan que el estatus taxondémico
confuso deD. hylarumse debe a que Carini (1940) se refiere originalmmengste como
Rhinosporidiunmsp., pero en realidad este autor solamente hacei@gneaRhinosporidiuma

los efectos de realizar comparaciones. Otros autsugieren nuevamente en trabajos de
revision queD. hylarumes un sinénimo d&. seeberi(Arseculeratne & Mendoza 2005;
Vilela & Mendoza 2012).

Sphaerothecum. El género fue creado por Arkushal. (2003) para el patdgeno de peces
Sphaerothecum destruedstectado en Norteamérica, e inicialmente conocano “rosette
agent” debido al aspecto de grupos de microorgarsisem las preparaciones histoldgicas
(Harrell et al. 1986). Este fue recientemente detectado como tfyeao invasor perjudicial
para especies nativas de Europa (Eetaal. 2015).

Amphibiocystidium. En el trabajo de Pascoliret al. (2003) se destaca que los
esporangios deDermomycoides,Dermosporidium,y Dermocystidiumen hospedadores
anfibios son indistinguibles histopatolégicamermi&.no encontrar caracteres morfologicos
diagndsticos diferenciales para estos géneros dosideran comaomina dubiaen su
aplicacion a anfibios, pero no dudan de la validezsus especies tippermomycoides
beccarii, Dermosporidium hylarurg Dermocystidium pusulaespectivamente. A pesar de
que los tres géneros antes mencionados fueron oxreaara parasitos de anfibios, los
mencionados autores sugieren incluir a las espat@e®ermocystida parasitas de estos
hospedadores en el génerdmphibiocystidium: Amphibiocystidium armoriacus,
Amphibiocystidium beccarii, Amphibiocystidium greoswm, Amphibiocystidium hylarum
(como “Amphibiocystidium hyalaruifyy Amphibiocystidium penneri, Amphibiocystidium
pusula y Amphibiocystidium ranae.Sin embargo no reconocen RBermosporidium
multigranulare,que es sinonimizada c@n ranaedebido a la similitud de los esporangios.

Pascoliniet al. (2003) sugieren errbneamente que los caracterizadtis por autores
previos en la asignacion de especies al gémomosporidiumson la forma de los
esporangios y la presencia de septos alrededa@sdesporas, considerando que los mismos
no son suficientes para diferenciarlas de Deymocystidiumparasitos de anfibios. Con

respecto a la creacién del génBrermomycoidepor Granata (1919), indican que dicho autor
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propone la presencia de septos entre esporas,d&tidesarrollo de los esporangios y la
reaccion tisular del hospedador como caracterstia®m estos parasitos. Por el contrario,
Granata (1919) unicamente sugiere una afinidad aftmgita entre Dermomycoidesy
Dermocystidiumsin indicar caracteres diferenciales relevantes

La creacion dé&mphibiocystidiunes justificada ademas por Pascadinal. (2003) con el
argumento de que las especies parasitas de andibiddgerencian claramente de las de peces
por presentar esporangios de variado tamarfo yvensdis tejidos, con la eventual formacion
de zoosporas. Cabe resaltar que la morfologiagiddaomocistidios parasitos de ambos tipos
de hospedadores es muy similar, al igual que @gasologia de las lesiones que producen
(Hoshina & Sahara 1950; Elkan 1962ervinka & Vitovek 1974; Feiset al. 2004; ver
incluso Pascolingét al.2003, p. 70).

Por otra parte Pascolimt al. (2003) sugieren reserv@ermocystidiumpara especies
parasitas de peces con el criterio de evitar ibégtad taxondmica debido a la cantidad de
literatura disponible sobre el género en estos dumgores. En este sentido designan a
Amphibiocystidium ranaey Dermocystidium salmoniscomo especies tipo de
Amphibiocystidiumy Dermocystidiumrespectivamente. La asuncion implicita de que los
dermocistidios de anfibios constituyen un grupoursdtes refutada por los resultados de
varios analisis filogenéticos en los gédenphibiocystidiumse recupera comparafilético
(Vilela & Mendoza 2012) o polifilético (Raffedt al. 2008; Scheicet al. 2015; este estudio).
Raffel et al. (2008) describen una nueva especie parasita dmdst norteamericanos
Notophthalmus viridesceng,conservadoramente la incluyen en el gédenphibiocystidium
comoAmphibiocystidium viridescens.

Casos recientes de hallazgo de infeccion en ursdido Europa occidental han sido
considerados como causados por formas no idewkifscade Amphibiocystidium
(Amphibiocystidiumsp.; Duffus & Cunningham 2010; Curtog al. 2013; Stark & Guex
2014).

Dermotheca. Pereiraet al. (2005) sugieren este género pBermocystidium percaen
base a caracteres morfolégicos y los resutaldosudanalisis filogenético, en el que esta
especie se recuepra como basal en Dermocystida.

Amphibiothecum. La reunién de especies de Dermocystida con mugtigtanulaciones
en el citoplasma en el génddermosporidium(ver Jay & Pohley 1981) es cuestionada por el
trabajo de Feldmaret al. (2005). Estos autores crean el géenémphibiothecumpara
Dermosporidium penneridebido a su marcada divergencia genética con ctspa

Amphibiocystidium rana@lesignada especie tipo del género por Pasailial (2003).
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Nuevos hallazgos de infeccion por Dermocystida

Uruguay. El primer ejemplar en el que se observaron lesionasroscopicas tipicas de
infeccion por Dermocystida fue un macho adultoHygsiboas pulchellusolectado por el
autor y F. Kolenc en Valentines, Dpto. de Treinfergs (33°15'11" S, 55°06'36" W), el 5 de
setiembre de 2009, MNHN 9477. Presentaba numeragmhsgos en piel, principalmente en el
dorso, algunos de ellos con pequefas Ulceras, rgggleon magnificacion, figura 6.4 A la
histopatologia se identificaron en los nodulos empgios capsulados de aproximadamente
500 um, localizados en el tejido subcutaneo, yetepl de endosporas, figura 6.4 B. Las
endosporas presentaron comunmente una gran intlgsidtral, y menos frecuentemente
multiples granulaciones, figura 6.5.

Ejemplares adultos déi. pulchellus de otras tres localidades presentaron lesiones
similares: MNHN 9478, La Paloma (34°38'29" S, 283" W), Dpto. de Rocha, 11 de agosto
de 2011; MNHN 9479, Rio Tacuari (32°32'45" S, 54°F0D' W), Dpto. de Cerro Largo, 23 de
agosto de 2012; BKT 3466, Laguna de Rocha (34°3%$454°13'14" W), Dpto. de Rocha, 29
de setiembre de 2012. La infeccién no se detectdtras especies de anuros de estos sitios

(ver Apéndice 7). La localizacion geografica dedgsmplares se indica en la figura 6.6.

FIGURA 6.4. Infeccion por Dermocystida adypsiboas pulchelludNHN 9477, Valentines, Dpto.
de Treinta y Tres, Uruguay (5/1X/2009, lesiones nodulares en cabeza y doBsaorte histologico
de un ndédulo. Se observa un esporangio repletondesporas, tincion H&E. Barra = 200 pum.
Abreviaturas: d, dermis; e, epidermis, es, espaoang, glandula serosa.
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FIGURA 6.5. Infeccion por Dermocystida edypsiboas pulchellus,.a Paloma, Dpto. de Rocha,
Uruguay. A, endosporas, la mayoria con una gran inclusionralentreparacion histolégica de
ejemplar MNHN 9477, tincion H&E. Barra = 20 um, endosporas con mdltiples granulaciones,
dispuestas en cadenetas (flecha blanca), y unidasppentes” de aspecto mucilaginoso (flecha
negra); preparacion histologica de ejemplar MNHR®&3incién H&E. Barra = 20 um.
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FIGURA 6.6. Distribucion geografica de los hallazgos de infeccién por Degsiida en
Hypsiboas pulchellusn Uruguay. Localidades: 1, Rio Tacuari; 2, Valesdj 3, La Paloma;

4, Laguna de Rocha.
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Brasil. Se capturaron 41 ejemplares pertenecientes aeZiespdeScinaxdel gruporuber,
Scinax fuscovariugn = 39) yScinax similign = 2). En una muestra de 18 ejemplares de la
primera colectados en un area abierta agricolagdgaaaen los alrededores de Rio Claro
(22°33' 'S, 47°71' W), 2 presentaron lesiones catanasimilables a infeccion por
Dermocystida, CFBH 39120 y 39121. Ambos presentarorbuen estado general y de las
masas musculares, y no exhibieron posturas o caami@ntos anormales. A la diseccién
bajo lupa binocular, sin extraccion de las viscarase detectaron lesiones internas.

El ejemplar CFBH 39120 (macho, LHC 39,4 mm), pr&sem unico nodulo de unos 0,5
mm de didmetro en proceso de ulceracion, en ladgieflanco izquierdo proximo a la zona
inguinal, moderadamente elevado sobre la supedmigoral y que a la diseccién evidencié
un contenido blanquecino, figura 6.7. Este casodasignado a@ermosporidium hylarum
debido a la localizacidn geogréfica, hospedadatglpgia macroscopica.

(1) Localizacién geografica. El sitio de colectitjoSCantaclaro, estd aproximadamente
100 km al norte de Tieté, localidad tipo@ermosporidium hylarum.

(2) Hospedador. El hospedador originalmente regorpor Carini (1940) es el anfibio
hilidos "Hyla rubrd’, actualmente un complejo de especies del gruper del génerdcinax
(ver Frost 2016). Una de estas espe@esiscovariuses muy comuin en Tieté y alrededores,
y muy probablemente es la especie correspondierits @ientos de ejemplares de esta
localidad estudiados por Carini. ElI espécimen CFEH20 fue colectado en una época
coincidente con los hallazgos de Carini (1940) etulwe y noviembre, al comienzo de la
estacion lluviosa.

(3) Patologia. Las lesiones macroscopicas indicadagCarini (1940) en la descripcion
de Dermosporidium hylarumson: nédulos en piel levemente protruidos (“A pefo
apresentava alteracdes, sO aparecia ligeiramevaatésla...”) de aproximadamente 1 mm,
conteniendo quistes circulares u ovlados (“...quistoedondados u ovalares, situados na
derma, logo debaixo da camada epitelial...”), con aamtenido blanquecino y blando
(“...uma substancia branca, méle...”).

El contenido del nddulo el ejemplar CFBH 39120 tdeza para extraer ADN, e incluir la

secuencia correspondiente en el analisis filogenéti
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FIGURA 6.7. Infecciéon por Dermocystida e®cinax fuscovariu€FBH 39120, Rio Claro,
Sao Paulo, Brasil (3/X1/2014). La flecha indica médulo en piel del flanco izquierdo
(flecha), conteniendo un esporangio de color blaoigo. Barra = 1 mm.

El ejemplar CFBH 39121 (macho, LHC 43,5 mm), pré&&eseis pequefas lesiones
nodulares en la piel dorsal de la cabeza y ochtaeegién dorsal del tronco de aspecto
ulceroso y color grisdceo, apenas elevadas sobsedarficie corporal, figura 6.8 A. Un
nédulo situado en la regién anterior y medial ab ajerecho fue procesado para
histopatologia, figura 6.8 B, C. El mismo presemt@& cavidad de aproximadamente 150 x
200 pm delimitada por una delgada capa de célplasadas, conteniendo un esporangio con
una fina capsula eosinofilica de unas 10 um desespfigura 6.8 B. Este parecid estar en un
estadio inmaduro ya que no se visualizaron espooasuna silueta definida, siendo su
contenido homogéneo y basdbfilo, ver figura 6.8 Ccdhtenido de una de las lesiones fue
utilizado para extraer ADN, las secuencias cormnegjgmtes se incluyeron en el andlisis
filogenético como BR2. La localizacion geografica lds nuevos casos de infeccion por
Dermocystida en ejemplares 8einaxse muestra en la figura 6.9.
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FIGURA 6.8. Infeccion por Dermocystida e8cinax fuscovariu€FBH 39121, Rio Claro, S&o Paulo,
Brasil (3/X1/2014) A, lesiones ulceradas en el dorso de la cabezaggcBarra = 2 mm. El recuadro
muestra la lesion indicada por la flecha blancargba 1 mm).B, corte histolégico de una lesion,
tincion H&E, vista panoramica. Barra = 200 p@).misma imagen a mayor aumento. Barra = 50 um.
Abreviaturas: d, dermis; e, epidermis; es, espaoaigm, glandula mucosa.

Analisis genéticos y filogenéticos

Se obtuvieron secuencias a partir de dos de l&s sigestras de ejemplares ldgpsiboas
pulchellusde Uruguay, KU982983 (MNHN 9507, La Paloma) y K984 (MNHN 9477,
Valentines), y de los dos ejemplaresSi#nax fuscovariuge Rio Claro, Brasil, KU982982
(CFBH 39120) y KU982985 (CFBH 39121). Las primgpassentaron una longitud de 780 y
1469 pb respectivamente y fueron 100 % homodlogaticando que se trata del mismo
patégeno. Las secuencias de Brasil presentaronitudeg de 1380 y 1351 pb
respectivamente, y se incluyeron en el analisisccbermosporidium hylaruny una especie

no identificada de Dermocystida.
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FIGURA 6.9. Localizacion geogréfica de Dermocystida parasiesufibios en el sureste de
Brasil, estado de S&o Paulo. Localidades: 1, Tietalidad tipo deDermosporidium hylarum
Carini 1940); 2, Sitio Cantaclaro, Rio Claro (esstudio).

Las relaciones filogenéticas en la muestra se lesfaton en base a una region homaéloga
de 1850 bases. Las secuencias analizadas sinetererenta los “gaps” tuvieron un minimo
de 358 y un maximo de 1820 bases. El analisis pwocinco arboles de 976 pasos, muy
similares entre si (Apéndice 5). La topologia desemso estricto se muestra en la figura 6.10.
Dermocystida estd conformado por tres clados grabes con buen soporte. Uno de ellos
incluye a la secuencia correspondiente a la esplecizermocystida no identificada de Brasil
obtenida en este estudio, como terminal hermanopd&igeno de peceSphaerothecum
destruenscon el que guarda una divergencia de-2,8 %. Otro de los clados esta constituido
por todas las secuencias disponibles del parasifmedeDermocystidium percadJn tercer
clado presenta varios grupos bien diferenciadasuRtadoAmphibiothecum penneaparece

como grupo hermano demphibiocystidiunsp. (Gonzalez-Hernandeet al. 2010), aunque
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ambos taxones estan bien diferenciados entre simawcadas divergencias genéticas (> 7
%), y a su vez con el resto de Dermocystida (> 31%$ restantes taxones aparecen en el
analisis formando un clado con bajo soporte, ctaci@es internas entre taxones no bien
definidas y que incluye Rhinosporidium seeberlLa divergencia genética interna en este
clado es baja, en la mayoria de las comparacionis especies se sitla entre 1y 2 %
(0,8-4,1). Amphibiocystidiunsp.de Uruguay resultoé ser el terminal hermandkdewandae,

mientras quéAmphibiocystidiunsp. parasito d€Rana italicase agrupa coA. viridescensle

Norteameéricalas distancias genéticas se muestran en el Apgidic

Discusion

Previo a este estudio la enfermedad por patogerid3rden Dermocystida en Sudamérica era
conocida principalmente por reportes de rinosposidi en mamiferos. La rinosporidiosis
humana estd ampliamente extendida en el continemteciéndose casos principalmente de
Argentina (Seeber 1900; Niflo & Freire 1964), Brédé Mello 1943; Netto & Furtado 1973;
da Silvaet al. 1975), Chile (Breviset al. 2010), Colombia (Vélezt al. 2011), Paraguay
(Rolon 1974) y Venezuela (Stachowsky 1959). Si lesta enfermedad tiene en general baja
incidencia tanto en humanos como en animales dauogses endémica en algunas zonas de
Brasil, Paraguay el norte de Argentina, donde afacmanos y también equinos, caninos y
bovinos (Nifio & Freire 1964; Netto & Furtado 19Rplon 1974; Luciani & Toledo 1989;
Romero et al. 2008). En el resto del continente es de hallazgasional, aunque en
condiciones favorables para el patdbgeno como elactm permanente con ambientes
acuaticos se ha observado alta incidencia en bsylniani & Toledo 1989). En Uruguay se
difundié recientemente en internet un caso de aidecde la mucosa nasal en un equino
diagnosticado en 2008 en Barras del Tacuari, Dj#olreinta y Tres (Arismendi 2008), y
existe al menos un caso en humanos cuyos de nallean sido publicados (Parodi 1930).

En anfibios neotropicales se conocia solamenteaipatiejo reporte del sureste de Brasil
anteriormente discutido (Carini 1940). La faltadiagndsticos posteriores puede explicarse
por la escasa produccion cientifica existente eredan sobre enfermedades infecciosas de
anfibios, exceptuando la quitridiomicosis. Los mgeeasos aqui observados en anuros de los
génerosScinaxe Hypsiboasamplian significativamente la distribucién conocida estos
patdgenos en la region centro-este de Sudaméwcaedsu diversidad y rango de especies

hospedadoras es seguramente mucho mayor.
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T& Amphibiocystidium sp. KU982983, La Paloma, UY @ ~#
67 Amphibiocystidium sp. KU982984, Valentines, UY @ ~#*
= Rhinosporidium seeberi Q231220 @
e Rhinosporidium seeberi AY372365 @ 4
™ Rhinosporidium seeberi AF399715 @ 4
Rhinosporidium seeberi AF118851 O
Rhinosporidium seeberi AF158369 @ "“#€
Dermosporidium hylarum KU982982, Rio Claro, BR @ ¢+
i: Amphibiocystidium ranae AY692319 @ &
* Amphibiocystidium ranae AY550245 @ &

b
*

Dermocystidium sp. U21336 @ >
&: Dermocystidium salmonis U21337 @ >ulis
- 97 Dermocystidium fennicum AF5339 @ »aiie
) Amphibiocystidium viridescens EF493030 @
_i%_ Amphibiocystidium viridescens EF493028 @
> Amphibiocystidium sp. EU650666 @ &

Amphibiocystidium viridescens EF493029 @

FIGURA 6.10. Arbol mas parsimonioso de los Dermocystida (cossastricto). Los soportes de los
nodos corresponden a Boostrap (superior) y JaakKiifferior); los asteriscos indican valores de
100%. Se indican numeros de acceso a GenBanknadigdas secuencia® ( América del Noae;
América del Sure Europa;e Africa; 0 Asia), y se representa el tipo de hospedé-# percapwims

salmonidos;«&  anfibios trepadore#  anfibios ranic®: anfibio bufénido;fﬁ ,~w= anfibios

urodelos; € gansc¥  perref cabalﬂ\); hombre). Wiateras: BR, Brasil; UY, Uruguay.

Esto es valido también para amplias regiones des otontinentes como Africa y
Norteamérica, donde existen pocos casos registexdasfibios (Raffeét al. 2008; Scheiabt
al. 2015). Cabe destacar que en un reporte recienteadsis cutdnea en anfibios de Western

Ghats, India, se presentan lesiones diagnosticasfdecion por dermocistidios, nédulos
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cutaneos ulcerados y esporangios capsulados repletendosporas, siendo posiblemente el
primer caso conocido de Asia (Gururefaal. 2011). En la regién Neotropical mas estudios
son necesarios para conocer la distribucion y sigad de estos parasitos en anfibios.

Los caracteres tradicionalmente utilizados pararélifciar géneros y especies de
Dermocystida patdgenas de anfibios han sido coattioes, ya que la morfologia de estos
parasitos es bastante conservada. Algunos de adlos la forma de los esporangios y el
aspecto de las esporas puede ser variable inclusma misma especie (Rafiel al. 2008;
este estudio). La incorporacion de caracteres mialexzs ha permitido esclarecer las
relaciones de parentesco entre los distintos taxmotuidos en Ichthyosporea. En el analisis
realizado los géneroSmphibiocystidiuny Dermocystidiumaparecen como polifiléticos. En
estudios previoPermocystidiumse comporté como un taxén polifilético (Feldmeinal.
2005; Pereiraet al. 2005; Raffelet al. 2008; Vilela & Mendoza 2012; Scheal al. 2015) y
Amphibiocystidiuntomo parafilético (Vilela & Mendoza 2012) o pokiico (Raffelet al.
2008; Scheidet al. 2015). Los patdgenos de anfibios agrupados actusém en
Amphibiocystidiurmo constituyen un grupo natural y la mayoria tlesedstan cercanamente
emparentados con patdégenos de peces.

Rhinosporidium seebedparece formando parte de un clado con divergegeaéticas
internas relativamente bajas, que reune a espdei@ermocystidiumy las especies tipo
Amphibiocystidium ranaey Dermosporidium hylarum.En el mismo el nombre
Rhinosporidium tiene prioridad, lo cual implica sinonimizar corste& a los géneros
Amphibiocystidiumy Dermosporidium.Considero utilizar entonces la nueva combinacién
Rhinosporidium hylarunpara la especie descripta por Carini (1940). lesuencias de
Rhinosporidium seebepresentan muy baja variabilidad, lo cual estaader@o con la vision
de esta especie como un patégeno de distribuci@mayolita, con cepas adaptadas a
diferentes hospedadores (Silgaal. 2005; Vilela & Mendoza 2012). La inclusién en este
estudio de la secuencia JQ231220 obtenida a pi#etimaterial topotipico (equino con
rinosporidiosis de Argentina, Burgesisal. 2012) refuerza esta idea.

Los casos de infeccion dttypsiboas pulchelludel sur y este de Uruguay son los mas
australes conocidos para Dermocystida parasitesfil@os. Las secuencias correspondientes
presentaron muy poca variacion con respecto a lidicada pareRhinosporidium rwandae
KP172222 (0,2 %), por lo que en base a la evidedisiponible se le asigna aqui a dicho
taxon. Es particularmente interesante ademas lajaara existente entre ambas formas con
respecto a las lesiones macroscopicas e histogédjeer Schei@t al. 2015 y Capitulo 7 de

esta tesis). Este patdégeno de anfibios puede gaacsentre ampliamente distribuido y adn
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subdiagnosticado. Su distribucion disyunta podrigliearse por dispersion natural
transoceéanica entre América y Africa, como ya sedraprobado para saurios gekonidos y
aves (Arendt 1988; Gambét al. 2011).

En el caso dé@mphibiocystidiumsp. parasito deRana italicade lItalia, las secuencias
resultaron idénticas a las Bdinosporidium viridescerde Estados Unidos parasito del triton
Notophthalmus viridescensPuede tratarse también de un caso de dispersituraha
transoceanica o influida por actividades humanagugN. viridescenses comercializado en
el mercado internacional de anfibios vivos, lo qua¢de haber generado la introduccion de
patdgenos asociados a esta especie en Europa.sparsidn de numerosos patdgenos
mediante organismos acuaticos utilizados en adureuha sido ampliamente documentada
en Europa, incluyendo la introduccion &phaerothecum destruendiseminado por el
ciprinido invasoiPseudorasbora parvéGozlanet al. 2005; Gozlaret al. 2009; Peeleet al.
2011; Ercaret al. 2015). La dispersion a distancia también ha ogdoirdonRhinosporidium
seeberi por el transporte de equinos vivos desde Sudaméraria Canada y Europa
(Lengfelder & Pospischil 1980; Leemirg al. 2007; Burgesst al.2012).

La consideracion de la presencia de multiples daaimanes en el citoplasma de las
esporas, utilizada previamente para la asignacoesgecies al géneermosporidium(ver
Jay & Pohley 1981), carece de validez. Este cardséd presente eRhinosporidium
hylarum (Carini 1940), emMAmphibiothecum penne(day & Pohley 19819, en el parasito de
pecesDermosporidium truttagéWeiser 1949), y es variable en los casos aquiiestos de
Rhinosporidium rwandaen Uruguay.

La secuencia de Dermocystida sp. obtenida de mgaosmos infectando el ejemplar
de Scinax fuscovariusCFBH 39121 corresponde a una segunda especie awerq
Sphaerothecunks éste el primer registro del género fuera deli$ferio norte (Arkuslet al.
2003; Andreotet al. 2012), y también el primer caso de infeccion efibars. Es asimismo
novedoso el hallazgo de infeccién por otro Dermtidgisen la misma poblacién de anfibios
(Rhinosporidium hylaruin La enfermedad causada en peces PBphaerothecumfue
identificada en 1984 como una afeccion sistémicaamonidos en EEUU, y el parasito
causante denominado en un principio “rosette agdadd el aspecto microscopico de grupos
de microorganismos (Harrekt al. 1986). Este patdgeno es intracelular, puede afecta
multiples érganos y no forma esporangios (Haretllal. 1986; Arkushet al. 2003). El
esporangio observado en el ejemplar CFBH 39121abtelmente corresponda a una etapa

inmadura, ya que el aspecto de su contenido astapatologia es muy similar al estadio
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sincitial de esporangios dehthyophonugarasitos de anfibios (Goodchild 1953; ver figura
8.5 del Capitulo 8).

Las secuencias obtenidas por Gonzalez-Hernagidlz(2010) asignadas por los autores
a Amphibiocystidiunsp.y obtenidas a partir de ejemplaresLissotriton helveticusle Larzac
en el sur de Francia, son aqui consideradas comespondientes Bermocystidium pusula
descripto por Pérez (1907; 1908) en casos de idfeate tritones de los alrededores de
Bourdeaux, en el suroeste de dicho pais (ca. 300/km

Por su parte, la divergencia genética observadaezmocystidium percagustifica su
consideracion en el géneklermothecacomo sugieren Pereiret al. (2005). Los cambios
taxondémicos propuestos en base a los resultadesidbs se muestran en la figura 6.11. Mas
estudios moleculares son necesarios para caractenejor las relaciones de parentesco en
Dermocystida, tanto para evaluar taxones cercananegnparentados como para estudiar la
validez de especies conocidas Unicamente por swripi@én morfolégica (ej.
Dermocsytidium granulosum, Hepatosphera molgarugsto permitiria esclarecer la validez
de Dermomycoidesgestableciendo si su especie tipo beccariies o no un sinébnimo de
Dermocystidium pusula.Resta investigar también la identidad de microdsyaos
involucrados en reportes recientes de infecciéardibios Norteamérica que provisoriamente
podrian referirse d@Rhinosporidium(Greenet al. 2002) y en Europa, que podrian atribuirse a
Dermocystidium pusul&n el caso de hospedadores urodeld®@hiynosporidium ranaesn
hospedadores anuros (Duffus & Cunningham 2010;0&et al. 2013; Stark & Guex 2014)
hasta que se evalle la especificidad de hospediEa@stos patdgenos. La informacion
disponible sobre las especies parasitas de anfbiossume en la tabla 6.2

Redescripcion deRhinosporidium hylarum (Carini 1940).

Localidad tipo: Tieté (23°11' S, 47°71' W), estado de Sdo PaulasiBHospedador tipo:
Scinax fuscovariugLutz, 1925), Hylidae, Amphibia, macho adulto, até®lo en Sitio
Cantaclaro, Distrito de Itapé, Municipio de Rio©@laS&o Paulo (22°19' S, 47°42' W; 630 m
s.n.m.), el 3 de noviembre de 2014, y depositadtaaroleccion Célio F. B. Haddad, del
Departamento de Zoologia de la Universidad Estaéhaallista - UNESP, Campus de Rio
Claro, Séo Paulo, Brasil, CFBH 39128itio de infeccion: piel dorsal y ventral, lesiones
nodulares ulcerosas, con contenido de color blasigoefigura 6.7 .Descripcion: parasitos
de la dermis d&. fuscovariusEsporangios esféricos de 0,5 mm, limitados poraamsula de
3-4 um de espesor, conteniendo numerosas esporaspde® de 810 um de diametro
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(Carini 1940).Hapantotipo: secuencia parcial del gen 18S ARNr depositada erB&w
(KU982982), obtenida d8. fuscovariuCFBH 39120.0Observaciones:ejemplares de otras
especies de anfibios colectados en el sitio dediestver Apéndice 2), no presentaron

lesiones similares.

= Sphaerothecum sp. nov., KU982985, Rio Claro, BR
Sphaerothecum destruens 1.29455
Sphaerothecum destruens AY267344 Sphaerothecum
__: Sphaerothecum destruens AY267346
Sphaerothecum destruens AY267345
= Dermotheca percae AF533945
Dermotheca percae AF533947
N Dermotheca percae AF533943
Dermotheca percae AF533941
= Dermotheca percae AF533949 Dermotheca
Dermotheca percae AF533942

Dermotheca percae AF533944
_|_|: Dermotheca percae AF533948
Dermnotheca percae AF533946
_E Amphibiothecum penneri AY 772000
Amphibiothecum penneri AY772001

Dermocystidium pusula GU232543
Dermocystidium pusula GU232542 | Dermocystidium
Dermocystidium pusula GU232541

Rhinosporidium rwandae KP172222
_E: Rhinosporidium rwandae KU982983, La Paloma, UY
Rhinosporidium rwandae KU982984, Valentines, UY

= Rhinosporidium seeberi Q231220
== Rhinosporidium seeberi AY372365
Rhinosporidium seeberi AF399715
Rhinosporidium seeberi AF 118851
w— Rhinosporidium seeberi AF158369
Rhinosporidium hylarum KU982982, Rio Claro, BR RhI'.'I()‘\'],?()."f(/fli.'ﬂ
_: Rhinosporidium ranae AY692319
Rhinosporidium ranae AY550245
Rhinosporidium sp. U21336

_: Rhinosporidium salmonis U21337
Rhinosporidium fennicum AF533950

| Amphibiothecum

Rhinosporidium viridescens EF493030
Rhinosporidium viridescens EF493028
Rhinosporidium viridescens EU650666
Rhinosporidium viridescens EF493029

FIGURA 6.11. Relaciones filogenéticas obtenidas en Dermocystfdanuevo ordenamiento

taxonomico propuesto.
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TABLA 6.2. Infeccion por Dermocystida en anfibios, presentacion y diversidiad especies pertenecientes a los gén@raghibiothecum, Dermocystidium,
DermomycoidefDe), Hepatosphera, RhinosporidiuySphaerothecum.

Sitio de Forma y tamafio del Septos en Esporas Granulos

Especie Hospedador Pais . o . . Zoosporas Fuente
infeccion esporangio (mm) esporangio (Um) en esporas
Jay & Pohley (1981),
. . Piel; enf. - . -~ Green & Sherman
A. penneri Anaxyrus americanus, A. canorus EEUU diseminada Esfeérico Si 1012 Multiples No (2001), Greenet al.
(2002)
D. granulosum Rana temporaria Rep. Piel Oval/esférico (1) Si 10 Mdltiples No Broz & Frivora
' Checa (1952)
de Beauchamp

(1914), Moral (1913),

Alytes obstetricans, Lissotriton Pérez (1907; 1913),

. . : Escocia, . iy . Unico/ Duffus &
D. pusula helveticus, Triturus cristatus, T. Francia Piel Esférico Si/No 8.0 Maltiples No Cunningham (2010),
marmoratus . .
Gonzéalez-Hernandez
et al. (2010), Curtois
et al.(2013)
De. armoriacus Lissotriton helveticus Francia Piel Esférico (0,2) No 220 Uno o dos Si Poisson (1937)
De. beccarii Lissotriton vulgaris Italia Piel Oval/esférico No -40 Multiples No Granata (1919)
H. molgarum Ichthy_osaura _alpestrls_, Lissotriton Francia Piel, higpado @ -~ - -0 - No Gambier (1924)
helveticus, Triturus cristatus
R. hylarum Scinax fuscovarius Brasil Piel Esférico (0;4,5) No 810 Mdltiples No ggt[:glio (1940), este
Guyénot & Naville
. (1922), Remy (1931),
Alytes obstetricans, Pelophylax S:)?;ﬁg’; Unico o Broz (1944), Broz &
R. ranae vt » elopny naa, Piel “ No 79 : No Kulda (1954),
esculentus, Rana temporaria Italia, multiples -
Suiza Pascolini et al.
(2003), Stark & Guex
(2014)
R. rwandae I-!ypgrohus Iatera!|s, H. Ruanda, Piel, corazén  Esférico (0.9,8) No 412 Qn!col No Scheid et al. (2015),
viridiflavus, Hypsiboas pulchellus  Uruguay Multiples este studio
R. viridescens Notophthalmus viridescens EEU.U' Piel, higado  Ovallesférico/"C"/ No -9 Unico No Raffel_ et al. (2008),
Italia Federiciet al. (2015)
R.sp. Gyrinophilus porphyriticus EEUU Piel (?) - e e e e Greeet al. (2002)
S.sp. nov. Scinax fuscovarius Brasil Piel Ovoide (0,19,2) - = - e No Este studio
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Descripcién deSphaerothecum sp. nov.

Localidad tipo: Sitio Cantaclaro, Distrito de Itapé, Municipio deKlaro, (22°19' S, 47°42'
W; 630 m s.n.m.), estado de S&o Paulo, Bresispedador tipo: Scinax fuscovariug_utz,
1925), Hylidae, Amphibia, macho adulto, colectatlB de noviembre de 2014, y depositado
en la coleccion Célio F. B. Haddad, del DepartameetZoologia de la Universidad Estadual
Paulista - UNESP, Campus de Rio Claro, Sdo PauasilBCFBH 39121Sitio de infeccion:
piel dorsal, lesiones nodulares ulcerosas, coneoad de color grisaceo, figura 6.8.
Descripcion: parasitos de la dermis & fuscovariusEsporangios (inmaduros) de 1200
um, capsula de aproximadamente 10 um y de contéwisiafilo homogéneddapantotipo:
secuencia parcial del gen 18S ARNr depositada emB@&w (KU982985), obtenida ds.
fuscovariusCFBH 39121.
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Capitulo 7

Rinosporidiosis emlypsiboas pulchellus

Resumen

En este Capitulo se describe la infeccién Rbhmosporidium rwanda¢éDermocystida) en

anuros de la especidypsiboas pulchellugHylidae) de Uruguay. La misma se presenta
principalmente como una infeccidén cutanea, nodglalcerativa. Los ejemplares presentaron
usualmente de uno a tres nédulos, con predileqoodnias regiones abdominal, pectoral y
pericloacal. Los esporangios son esféricos (300+80)) se ubican en la dermis, con una
capsula de aproximadamentel3 pum. Las endosporas miden 4w y su citoplasma

presenta usualmente una gran inclusion. La infacitié mas frecuente en otofio, con menor
prevalencia en invierno y primavera, y no se détemt el verano. En condiciones de
laboratorio la enfermedad fue autolimitante y alggimtentos de transmision directa fueron
infructuosos. En numerosos ejemplares se obsemndecoion con el hongo patégeno de
anfibios Batrachochytrium dendrobatidisEl diagndstico diferencial de infeccién por
dermocistidiosen H. pulchellustuvo en cuenta principalmente manchas y pliegué&neos

no patoldgicos, heridas, cicatrices, y parasitasitinea por acaros (Trombiculidae). Las
caracteristicas macro y microscopicas de esta meattad asi como su presentacion

estacional, se asemejan a lo reportado para apasies de anfibios.
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Introduccioén

Las enfermedades de la piel en poblaciones sibgeste anfibios neotropicales han sido
escasamente estudiadas, salvo por la quitridiomsicoausada por el hongo quitridiomiceto
Batrachochytrium dendrobatidi@ver Capitulos 3 y 4). En Uruguay, su hallazgo gpeeies
nativas es reciente (Borteiet al. 2009). Otras enfermedades infecciosas de la pi¢bsie
anfibios en condiciones naturales no habian sigortedas en especies nativas hasta el
presente estudio. En el Capitulo precedente se dlitehallazgo de infeccién por
microorganismos unicelulares pertenecientes al ®rermocystida (Ichthyosporea) en
anfibios de Uruguay. Estos parasitos de vertebratbtan principalmente la piel y mucosas,
y son patdégenos de importancia en medicina humareteyinaria por causar enfermedades
cronicas potencialmente letales; sin embargo sudiesse ha visto muy limitado debido a que
la mayoria son resistentes al cultivo vitro (Vilela & Mendoza 2012; Arseculeratne &
Mendoza 2005). El diagnostico de la infeccion saliza usualmente por histologia
convencional (Glocklinget al. 2013). El patégeno mas estudiado del grupo es
Rhinosporidium seeberuna especie cosmopolita que causa una enfernggdadlomatosa

en el hombre y otros hospedadores homeotermos @Hhwi924; Karunaratne 1936; de
Mello 1943). La rinosporidiosis se caracteriza pbdesarrollo de poélipos principalmente en
narinas y conjuntiva ocular, y es de gran impoitaepidemiolégica en medicina humana en
algunas zonas de Asia (Arseculeratne & Mendoza ;20D8la & Mendoza 2012). En peces,
diversas especies d@ermocystidiunmson importantes patdégenos con el potencial de causa
enfermedad severa (Rowleyal.2013).

Los dermocistidios parasitos de anfibios han s&hiados a episodios de morbilidad y
mortalidad en Europa y Norteamérica (Pascainal. 2003; Raffelet al. 2008). Su ciclo de
vida, incluidos los mecanismos de transmision ecaibn son virtualmente desconocidos
(Pascoliniet al.2003; Gonzalez-Hernandet al. 2010). Algunas especies Bermocystidium
parasitas de peces producen zoosporas flageladasfgatan al hospedador y se enquistan en
los tejidos. Cuando las formas infectantes ingremlahospedador y alcanzan los tejidos
blanco, desarrollan esporangios capsulados querizgn a numerosas endosporas, que a su
vez pueden liberarse y repetir el ciclo dentro lie$pedador (Mendozet al. 2002). La
formacion de esporas de vida libre al parecer sodugidas también pddermomycoides

armoriacusparasito de anfibiog?oisson 1937).
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Los anfibios infectados pueden reconocerse pordaepcia de pequefios nédulos en la
piel, que al examen histologico presentan espovangi el estrato esponjoso de la dermis,
usualmente son esféricos, con numerosas endosfreaasoliniet al. 2003; Raffelet al.
2008). Estos microorganismos miden entre 7 y 12yuel citoplasma estd generalmente
ocupado por una gran inclusién que desplaza losaasl@mmponentes (citoplasma “crescent-
shaped”; Jay & Pohley 1981; Pascolatial. 2003; Raffelet al. 2008). Cuando los paréasitos
se han multiplicado y los esporangios maduran,séstoabren al exterior apareciendo una
Ulcera en la piel por la cual se liberan las endasp Se desconoce el ciclo ulterior. Los
reportes de enfermedad en 6rganos internos sas (Radfelet al. 2008).

La infeccidbn por dermocistidios en anfibios del gay se descubrié durante el
transcurso del presente estudio, y en el capituderiar los microorganismos causantes de
esta afeccion fueron identificados conRhinosporidium rwandaeEn esta seccion se
describen las lesiones macroscoépicas causadassfmrpatégeno en el anukdypsiboas
pulchellus(Hylidae), el diagndstico histoldgico, algunas sagacteristicas microbioldgicas, y

se estudian aspectos epidemioldgicos basicosatddamedad.

Objetivos

Objetivo general

Describir la infeccion porRhinosporidium rwandagDermocystida) en el anuro
Hypsiboas pulchellude Uruguay.

Objetivos especificos

1) Identificar las lesiones macro y microscopicas darésticas de la enfermedad.
2) Describir la morfologia de los microorganismos ilzoados.

3) Investigar la ocurrencia de variacion estaciondhénfeccion.
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4) Obtener una aproximacion a la especificidad de éutesgor.
5) Evaluar su asociacion con infeccion gatrachochytrium dendrobatidis.

6) Discutir la importancia de estos hallazgos paleservacion de anfibios nativos.

Materiales y Métodos

Sitios de estudio

Los sitios de estudio se ubicaron en cuatro loadkg del sur y este de Uruguay, dos de ellas
pertenecientes a la unidad de paisaje de Serramidss alrededores de Valentines (33°15'11"
S, 55°06'36" W), Dpto. de Treinta y Tres, y praoxiades del Rio Tacuari (32°32'45" S,
54°05'47" W), Dpto. de Cerro Largo. Otros dossithuy préximos entre si, pertenecen a la
unidad de paisaje Arenales Costeros del Sur, eRadlama (34°38'29" S, 54°12'39" W) y la
Laguna de Rocha (34°39'45" S, 54°13'14" W), Dy#drocha.

Los habitats muestreados fueron en cuerpos de agumales y artificiales. En La
Paloma se trabajo en un cuerpo de agua artifiei@hanente (tajamar) con escasa vegetacion
herbacea utilizado como abrevadero de ganado enamzade praderas. El mismo mide unos
70 x 30 m y tiene una profundidad maxima cercalms 2 m, figura 7.1 A. En la Laguna de
Rocha el ambiente es un sistema de humedales @epvcoshtemporales, semipermanentes y
permanentes entre dunas costeras fijas muy préair# costa oceanica, figura 7.1 B. La
vegetacion en los alrededores es herbacea congsadeAcacia,y en los cuerpos de agua se
destaca la presencia @&yngiumy Juncus.La profundidad maxima en el cuerpo de agua
principal es de aproximadamente 1,3 m. En Valestinel Rio Tacuari, los ambientes se
encuentran en paisajes de serranias. En el praserat tapiz vegetal es de praderas naturales
con escasa vegetacion arboérea nativa. Los ejersptiaélypsiboasse colectaron en un
cuerpo de agua temporal pequeiio de forma irregigannos 50 cm de profundidad, ubicado
dentro de matorrales de pradera y contiguo a uchpate forestacion cdeucalyptusfigura
7.1 C. En el Rio Tacuari el cuerpo de agua muekirkee un charco temporal de unos 20 m
de didmetro y no mas de 20 cm de profundidad earea de praderas naturales con monte
nativo serrano de tipo parque, figura 7.1 D.
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FIGURA 7.1. Sitios de colecta de ejemplaresHigpsiboas pulchellugue presentaron infeccion por
Rhinosporidium rwandaen UruguayA, tajamar en los alrededores de La Paloma, Dpt&aida
(30/1X/2012).B, charcos costeros temporales y semipermanentes keaglina de Rocha, Dpto. de
Rocha (15/VI11/2010).C, charco temporal en Valentines, Dpto. de Treinfergs (22/111/2014).D,
charco temporal en las cercanias del Rio Tacuath.@le Cerro Largo (24/VII1/2012). Las fechas
corresponden a la captura de las imagenes.

Muestreo y colecta de ejemplares

Se colectaron ejemplares Hgpsiboas pulchellug de otras especies de anfibios presentes en
los sitios de estudio (ver Apéndice 2). Los acrasmtilizados corresponden a los indicados
en el Capitulo 2. En la poblacién He pulchellusde los alrededores de La Paloma/Laguna de
Rocha se pudieron realizar 6 muestreos adiciormhleenteel periodo setiembre de 2012 y
abril de 2014 en diferentes estaciones del afadiéstdose un total de 139 ejemplares
adultos. En un estudio previo se detectaron en sttecasos de infeccion por el hongo
Batrachochytrium dendrobatidisn larvas de anfibios, incluidegemplares dél. pulchellus
(Borteiro et al. 2009). Por este motivo se registré simultaneaméntprevalencia de la
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infeccion por este hongo y dermocistidi@sdividuos infectados/individuos colectados). Las
prevalencias en cada estacion se calcularon medémhétodo de Wilson y se compararon
mediante el test exacto de Fisher para pequefiastnasiecomo se explica en el Capitulo 3,
considerando un nivel de significaciéon de 0,05 pahazar la hipétesis nula de que la
prevalencia en las distintas estaciones no difiesecorrelacion entre ambas infecciones se
evalu6é mediante el coeficiente r de Spearman. Smiasindependencia entre los muestreos
ya que los individuos colectados en cada uno Hibemron, y el nimero de individuos por
muestra fue pequefio en relacion al numero totahdlgiduos presentes. Para los analisis se
utilizé el programa STATISTICA 690

Registro de lesiones macroscopicas y analisis

Para el registro de lesiones cutaneas se considetléstintas regiones corporales: (1) dorsal,
(2) cabeza, (3) gular, (4) pectoral, (5) abdomi(@l pericloacal, figura 7.2.

FIGURA 7.2. Hypsiboas pulchellusregiones anatémicas del tronco
consideradadA, en el dorso: ¢, cabeza; d, dorso; p, region jpagal.B, en
el vientre: g, regién gular; pe, region pectorahlzdomen.
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Las frecuencias de lesiones cutdneas de cada ragaitmica se compararon mediante
el test de Chi-cuadrado con 1 gl, utilizando comezdencias esperadas el niUmero total de
nodulos, corregido por la fraccion de superficigpooal que cada region representa (Radtel
al. 2008). La superficie corporal de cada region saméssobre fotografias digitales de
ejemplares fijados, utilizando el programa Image4B5® (Abramoff et al. 2004; disponible
en: http://imagej.nih.gov/ij/download.html). A tosldos ejemplares ddypsiboas pulchellus
se les practicd una inspeccidon post-mortem pararesésla presencia de lesiones en érganos

de la cavidad celdbmica, sin extraccion de las vésce
Histologia y microscopia electrénica

Se realizaron preparaciones histolégicas con nmaseste tejidos que presentaron lesiones
nodulares, fundamentalmente piel. Las muestra®resarbn mediante diseccion bajo lupa
binocular, y se mantuvieron en el mismo liquidadgr de los especimenes disecados hasta
su procesamiento y analisis microscépico. Lasdimes utilizadas fueron H&E, Gram y PAS.
Los procedimientos se detallan en el Capitulo 20# efectos comparativos se hicieron
preparaciones histologicas de piel de individuosariencia sanos o en su defecto de zonas
libres de lesiones.

Algunos ndodulos de piel se disecaron para estud@smicroscopia electrénica de
transmision, aproximadamente 1 fhute tejido fue fijado en 3 % glutaraldehido, luego
transferido a tetroxido de osmio 1 %, deshidratadcetanol e incluido posteriormente en
resina epoxi. Cortes ultrafinos de estas muesti®ii tefildos con citrato de plomo y acetato
de uranilo, y luego examinados en un microscopégteinico modelo JEM100CX (Japdn),
en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas “Céare Estable”, Montevideo.

Estudios microbiologicos adicionales

Se utilizé el contenido de algunos nddulos paranitdr cultivar los microorganismos
presentes y reproducir la enfermedad. Inmediataamielego de ser sacrificado un ejemplar
portador de la infeccion (MNHN 9479), se disecammdulos con instrumental estéril. El
contenido de los mismos fue sembrado en varios asedé cultivo agar sangre y agar

saboureau. Las colonias desarrolladas se estudmedimnte frotis tefidos con tincidén 15.
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Estos se compararon con frotis realizados por &phasnto, obtenidos de nédulos de piel del
ejemplar MNHN 9477.

El contenido de otros nodulos fue frotado sobrpi¢éh de dos ejemplares dieypsiboas
pulchellusen apariencia sanos. Un tercer ejemplar se mamt8vios semisumergido en un
pequefio recipiente con un volumen de suero fisiobdde aproximadamente 10 x 4 x 1 cm al
que se adiciond el contenido de un nodulo reciégecdido. Los tres ejemplares fueron

mantenidos en acua-terrarios por aproximadamerstengses.

Resultados

Presentacion de la enfermedad y lesiones macroscées

La casi totalidad de los ejemplares Hgpsiboas pulchellugstudiados fueron machos
adultos, que se capturaron mientras vocalizabasit@s utilizados por la especie para la
reproduccién. Los especimenes afectados por la operti@a nodular ulcerativa fueron
identificados debido a la presencia de nédulosneats presentes en namero variable. Los
mismos estaban aparentemente en buen estado genaral se encontraron individuos
emaciados, con posturas 0 comportamientos anornla@espoco se detectaron en los sitios
de estudio ejemplares moribundos o muertodHd@ulchellusu otras especies de anuros
afectados por la enfermedad.

Los ejemplares afectados Hgpsiboas pulchellupresentaron nédulos cutaneos tanto en
la piel de regiones dorsales como ventrales. BVithgo mas afectado (MNHN 9477) tenia
aproximadamente 100 nodulos, la mayoria de ellgsiedrde las regiones dorsales: 18 en la
region dorsal de la cabeza, 57 en el dorso, 3 eagian gular, 6 en la region pectoral, 5 en
abdomen y un acumulo de numerosos nédulos peratméver figura 7.5 A). En el resto de
los ejemplares con nédulos en piel (n = 22) el monue éstos varid entre 1 y 30, pero la
mayoria present6 1, 2 o 3 nodulos (13/25; 52,(ig)ra 7.3.

La gran mayoria de los ejemplares (24/26, 92,3 f#3gntd nddulos en las regiones de
piel ventrales (gular, pectoral, abdominal), solateedos de ellos presentaron nddulos
anicamente en el dorso (7,7 %). La mayoria dendwiduos con nodulos ventrales (58,3 %,
14/24) tenia ademas nodulos en regiones dorsabeso(¢ pericloacal). No se observaron

ndédulos en los miembros.
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En el conjunto de individuos con lesiones cutamagsurados entre abril de 2013 y abril
de 2014 en La Paloma/Laguna de Rocha (n = 22)o@flizaron 120 nodulos de piel. La
distribucion de los mismos fue asimétrica entreioregs anatomicas consideradas. Los
nodulos se presentaron con predileccion por lasmeg pericloacal en la piel dorsal, y en las
regiones pectoral y abdominal en la piel ventral.ftecuencia de nodulos observada cada
region corporal y la superficie relativa de lasmmas se indica en la figura 7.4.

Los nddulos cutaneos tienen un aspecto variablntkisu maduracién, son en principio
redondeados, elevados con respecto a la piel dante y firmes a la presion, figura 7.5 Ay
B. Posteriormente comienza el proceso de ulceratgda piel sobre el nédulo y puede verse
una region central blanquecina o grisdcea correipote a la Ulcera en vias de formacion, lo
cual es bien evidente con magnificacion. En pigkadlose observa a veces una zona mas
oscura correspondiente a la piel que comienza eos@se sobre la superficie del nédulo.
Luego de la maduracion y ulceracion del nédulo ienidigar la liberacion de las endosporas.
Un ejemplar infectado (MNHN 9479) fue mantenidocantiverio durante aproximadamente
dos semanas, y en el transcurso de unos pocoksdiaddulos comenzaron a reducirse hasta
dejar cicatrices apenas visibles, comparar figdrasC y D. Algunas imagenes del proceso de
maduracion de los nédulos cutaneos se muestranfigutas 7.5 E-J.

Los nédulos miden desde aproximadamente 0,5 mmdouson aun inmaduros hasta 2
mm en el caso de los ya ulcerados. A la disecaiboostenido es blanquecino, de aspecto
hamedo y granular. La presencia de uno o escashgdasdpuede pasar facilmente inadvertida
para el observador en un examen a simple vistagal@emplares vivos o recién fijados. La
presencia de nodulos de pequefio tamafio puedefiedrddi detectar en ejemplares fijados.
El examen de especimenes debe realizarse cuidagiogaoon la ayuda de lupa binocular.

Los intentos de cultivo y de transmision horizomtalla enfermedad entre ejemplares de

Hypsiboas pulchellusmantenidos en el laboratorio fueron infructuosos.
Histopatologia de la piel

Al examen histologico los nodulos cutaneos presentaesporangios aproximadamente

esféricos, con un eje mayor entre 300 y 800 ubicados en el estrato compacto de la dermis.
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FIGURA 7.3. Infeccion porRhinosporidium rwandaen Hypsiboas pulchellus,
distribucion de frecuencias de nédulos cutaneos gjemplar (n = 22), La
Paloma/Laguna de Rocha, IV 2013 - IV 2014.
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FIGURA 7.4. Infeccion por Rhinosporidium rwandaen Hypsiboas pulchellus,
distribucion de nédulos por region anatdmica y eotaje de superficie corporal de
cada una representa (n = 22).
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Los esporangios pueden aparecer aislados o enggrigreen una capsula de 5 a 8 urlE

de espesor, y estan repletos de endosporas-@lqih de eje mayor, figura 7.6. No se
observaron endosporas fuera de los esporangios, gai artefactos de la técnica histologica,
figura 7.6 Ay B. Dentro de los esporangios se paembservar zonas con una aparente mayor
densidad de endosporas, que posiblemente corremparattefactos en las laminas, figura 7.6
A-C. La cépsula es levemente basdfila con la tm¢i&E, GRAM negativa y PAS negativa,
ver figuras 7.6 C, 7.7 A-C y 7.9 D. Las esporas selativamente refractarias a estas
tinciones, pero adquieren un tinte levemente blasédin H&E, son GRAM negativas y PAS
negativas, ver figuras 7.7 A-D. No se observé réacmflamatoria granulomatosa en la piel
o infeccidn bacteriana secundaria. En frotis redliis por aplastamiento utilizando nédulos
del ejemplar MNHN 9477 previamente fijado en formgireservado en alcohol 70 % vl/v, se
observaron numerosos restos de paredes celulamregr®rganismos (“tecas”), figura 7.8.

Los esporangios se diferencian de las glandulasagren varios aspectos. El tamafio de
éstas es menor, aproximadamente 100 um de eje nfayanembrana basal esta formada por
una sola capa de células, que es marcadamenteefgasla que la pared de los esporangios,
figura 7.9 A. Las vesiculas de secrecion de lasdylias miden 26 pm, siendo usualmente
mas chicas que las endosporas. Son ademas edsasofibn H&E, con PAS se tifien mas
intensamente adquiriendo un color rosa palido y@BAM adquieren un color rojizo menos
marcado que el de las endosporas, figura 7.9 AROni€rografias electronicas las vesiculas

aparecen homogéneas, figura 7.9 D.
Lesiones en Organos internos

Se observaron lesiones en 6rganos internos enlaimsdviduo (MNHN 9506, macho) sobre
un total de 141 ejemplares (La Paloma/Laguna den&®ac = 139; Valentines, n = 2). El
esporangio estaba ubicado en el corazdn, sobreplerfecie ventral del ventriculo, y su
aspecto y estructura fueron iguales a los obsesvadda piel de otros individuos, figura 7.10
A. A la histopatologia se observé un granuloma @&aiontiguo, sobre la cara interna del
pericardio, de aproximadamente 280 x 560 um, figukd B. Las esporas presentaron
multiples granulos y su tamafio fue similar al dedacontradas en esporangios cutaneds (5
pum), la mayoria estaban unidas entre si formandengdas o mediante una sustancia de

aspecto mucilaginoso (ver Capitulo 6, figura 6.5).
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FIGURA 7.5. Infeccion porRhinosporidium rwandaen Hypsiboas pulchellusimagenes de
lesiones macroscopicas, infecciéon en piel dorsal, MNHN 9477 (LHC 34,2 miB) infeccién en
piel ventral, MNHN 9478 (LHC 38,2 mm)C, ejemplar infectado vocalizando, MNHN 9479
(23/V11/2012), presenta nédulos en dorso y flarflechas).D, mismo ejemplar en cautiverio
(25/1X/2012), los nédulos han desaparecido y ld pEéa cicatrizando (flechask, nédulos
(flechas) en torno a la cloaca y el urostilo, BK®53. F, n6dulo maduro en piel ventral,
comenzando a ulcerarse, MNHN 941®. nédulo ulcerado en piel dorsal, BKT 3616, ndédulo
con una ulcera profunda, BKT 361B. ndédulo con dos Ulceras, posiblemente debidassa do
esporangios contiguos, BKT 3618. Ulcera en proceso de cicatrizacién, la misma sguédica
con flecha negra e. Barras = 1 mm.
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FIGURA 7.6. Infeccion porRhinosporidium rwandaen Hypsiboas pulchellusANHN 9477, corte
histolégico de un noédulo cutaneo, tincion H&E, vista parcial de un nodulo de piel dorsal
pericloacal con mdultiples esporangios. Barra = h00. B, n6dulo de piel ventral con un Unico
esporangio, se observa erosion de la epidermisgoantBarra = 200 umC, vista parcial de un
esporangio repleto de endosporas. Barra = 50 pnevisturas: ce, capsula del esporangio; d, dermis;
e, epidermis; en, endosporas; es, esporangiolaygjuda serosa; gm, glandula mucosa.
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FIGURA 7.7. Endosporas d&hinosporidium rwandaen Hypsiboas pulchellusA y B, la mayoria
tiene una gran inclusién central (i), algunas defandamafio estan posiblemente en proceso de
division celular y se observa el nacleo excéntfftarha blanca), en una de ellas se aprecian absnen
6 esporoblastos (flecha negra), tincion H&E, MNHHA7®. C, se puede ver un conjunto de células
unidas por sus paredes celulares (flechas) formandacadeneta (mismo ejemplar), tincibn GRAM.
D, se observan endosporas y la pared del esporavityidN 9478, tincion PAS. Barras = 20 pum.

FIGURA 7.8. Frotis por aplastamiento de un
nédulo cutaneo causado pRhinosporidium
rwandae en Hypsiboas pulchellusMNHN
9477, tincion 15. Junto a células somaticas
nucleadas del hospedador (flecha negra), se
observan en el centro de la imagen restos de
paredes celulares de microorganismos o
“tecas” (flecha blanca). Barra = 20 um.
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FIGURA 7.9. Diferenciacion entre glandulas cutaneas y espavardgRhinosporidium rwandaen
Hypsiboas pulchellus\, corte histologico de piel ventral, MNHN 9478 diiin H&E. Barra = 20 um.
B, mismo espécimen con tincion PAS. Barra = 50 @ntincion GRAM. Barra = 50 pmD,
micrografia electronica de transmision del conterid una glandula serosa, MNHN 9479, se aprecian
numerosas vesiculas de secrecion de tamafio varBdnlen = 2 um. Abreviaturas: ce, capsula del

esporangio; ec, estrato compacto de dermis; elmspodas; gm, gldndula mucosa; gs, glandula serosa;
pg, pared de glandula, nétese los nucleos de lasiséflecha).

Microscopia electrénica

Las endosporas examinadas mediante microscopiedeiea presentaron un aspecto bastante
homogéneo, son en general esféricas, la paredacehd presenta anfractuosidades, y
externamente tienen una zona posiblemente rica lecogyoteinas, figura 7.11. En el

citoplasma hay inclusiones, usualmente una gralisite central que desplaza los demés
componentes. Estas tienen una zona periférica maodénea diferenciada de la region
central, que presenta zonas con electrodensidaabiearEn otros casos se observan varias

inclusiones satélites mas pequenas, figura 7.11 B-D
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FIGURA 7.10. Infeccion cardiaca poRhinosporidium rwandaeejemplar de
Hypsiboas pulchelluMNHN 9506.A, vista macroscoépica del esporangio (flecha).
B, corte histolégico, tincion H&E. Barra = 250 pmbrRviaturas: ¢, corazon; es,
esporangio; g, granuloma; h, higado; m, miocangligericardio.

FIGURA 7.11. Rhinosporidium rwandaemicrografias electrénicas de transmisién
obtenidas délypsiboas pulchellusINHN 9477. Se observa una fina pared celular
y una gran inclusion citoplasméatieéaC, o bien multiples inclusiones de menor
tamafoD. Barras = 2 um.
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Diagnostico anatomopatoldgico y microbioldgico difencial

Diversos hallazgos macroscoépicos en ejemplaresiygesiboas pulchellugxaminadosse
tuvieron en cuenta para el diagndstico diferentaato normal como patoldgico, ver esquema

en la figura 7.12.

Ejemplares vivos

manchas
pliegues cutaneos
HALLAZGOS NORMALES

Ejemplares fijados

depodsito de sales
glandulas serosas
ovulos maduros

heridas

cicatrices

larvas de acaros

neoplasias (melanoforomas)

HALLAZGOS PATOLOGICOS

FIGURA 7.12. Esquema del diagndstico macroscopico diferenaalnfieccion cutanea por
Rhinosporidium rwandaenHypsiboas pulchellughallazgos en la muestra estudiada)

Los hallazgos normales mas frecuentes fueron mandh@nquecinas, pliegues vy
protuberancias cutaneas, comunmente presentesesiplajes adultos dél. pulchellus.
Manchas blanquecinas pequeiias son comunes en opsal deH. pulchellus,circulares,
variables en numero y extension, cuando estd pesseson en general escasas y no se
encuentran elevadas sobre la superficie corpagaitef 7.13 A. Pequefios pliegues cutaneos
alrededor de la cloaca se observaron frecuenterrseatelo muy similares en tamafo y forma
a los nodulos de la infeccion pBhinosporidium;a diferencia de las manchas y los quistes
infecciosos son facilmente depresibles y por laaatistinguibles a la inspeccion bajo lupa,
figura 7.13 E.
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En algunos ejemplares fijados se observaron degdsié sales blanquecinos que a
simple vista se asemejan a zonas de piel con Esigero son méviles al ejercer una leve
presion. La fijacion durante largos periodos dmpie puede transparentar la piel por efecto
de los liquidos preservadores. Esta anomalia dista el aspecto de la piel a simple vista al
permitir la visualizacién de las glandulas cutdneasosas y eventualmente de o6vulos
maduros, lo cual debe diferenciarse de hallazgtslquacos, figuras 7.13 B, G. Algunos
especimenes presentaron ademas depositos de asfdefa lpiel, blanquecinos, de forma
irregular. Con magnificacion puede observarse elimiento de los cristales al ejercer suave
presion, figura 7.13 D.

Entre los hallazgos patolégicos que pueden confs@dcon esporangios debidos a
dermocistidios deben tenerse en cuenta heridagagrices, nddulos por acaros parasitos,
otros procesos infecciosos y neoplasias. Los epmepl de Hypsiboas pulchelluscon
infeccién por dermocistidios no presentaron Ulcerganeas extensas como las reportadas en
otros anfibios. Heridas y cicatrices cutdndéasron un hallazgo relativamente frecuente,
principalmente estas ultimas, que no se preselgaadas con respecto a la piel circundante y
tienen un color desde blanquecino a grisaceo,digut3 C, F.

Algunos ejemplares colectados ks sitios de estudio presentaron nodulos de color
naranja en la piel ventral del tronco y miembras tamafio muy similar al de los causados
por dermocistidios. Los mismos correspondieron iatgsl parasitarios de larvas de acaros
pertenecientes a la familia Trombiculidae, que wemfijados adquieren un color crema y no
son facilmente diferenciables de nddulos infec@odbsta parasitosis se presenta en el
Capitulo 11.

Dos ejemplares délypsiboas pulchellusolectados en uno de los sitios de estudio
(MNHN 9508, 9509) presentaron pequefias zonas asderta piel que al examen histolégico
correspondieron a melanoforomas. Estos neoplasarasnas oscuros que los nédulos por
dermocistidios, su hallazgo se describe en detlleel Capitulo 10. Neoplasias cutaneas
descriptas en anfibios, como los adenocarcinomdgpamas también pueden producir
nodulos, tumoraciones e incluso ulceracion de lal gn el caso de los primeros
(Schlumberger & Lucké 1948; Balls 1962; Green & dtdnarger 2001; Berget al.2004a).

Infecciones cutaneas no descriptas en anfibios deyudy deben tenerse en cuenta
también en el diagnéstico diferencial. Por ejemlgl® micosis causadas por hongos no
quitridiomicetos como la cromomicosis y zygomicogseden producir también una
dermopatia nodular y afectar significativamentpi¢h de anfibios adultos (Berget al. 1997,

Taylor et al. 1999; de Brito-Gitirana & Silva-Soares 2012). Lassmmas producen una
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infeccion difusa en los tejidos con inflamacion myi@matosa, pero a diferencia de la

infeccion por Ichthyosporea no hay formacion destpsi con paredes bien definidas.

FIGURA 7.13. Diagnéstico diferencial macroscopico de infecciartanea porRhinosporidium
rwandaeen Hypsiboas pulchellusA, manchas blanquecinas en piel dorsal de un ejerapliaito.
Barra = 5 mmB, vista ventral de évulos maduros en cavidad celanpel transparentada por efecto
de liquidos fijadores, MNHN 7771. Barra = 5 m@.cicatrices en piel abdominal, BKT 3620. Barra
= 2 mm.D, regién pectoral de un ejemplar preservado end@gsfijadores desde el afio 1985, MNHN
4654. Se observan depdsitos de sales blanquecajodabpiel.E, pliegues cutaneos pericloacales.
Barra = 2 mmF, heridas con esfacelacion de piel en la cara daesaln miembro posterior en un
ejemplar adulto, posiblemente provocadas durartapéura manual, BKT 374&, glandulas serosas
en piel ventral vistas bajo lupa binocular por &fete transparentacion, MNHN 4610. Barra = 1 mm.

Diversas infecciones bacterianas también puedenctaafda piel de los anfibios
presentandose como dermopatias de tipo nodulareyativo, tanto en cautiverio como en la
naturaleza (Reichenbach-Klinke & Elkan 1965). Umalas mas conocidas es el “red-leg”,
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enfermedad mortal causada por diversos microongensisde los cuales el mas conocido es
Aeromonas hydrophilay que produce lesiones serosas, hemorragicaseyatilas con un
caracteristico enrojecimiento de la piel (EmersonN&rris 1905). La infeccion por
micobacterias también puede presentarse como unaatiss granulomatosa (Shiveét al.
1981). En el caso de infecciones bacterianas lehaiisnto de los microorganismos en cultivo,
sumado a las lesiones caracteristicas cada enfadhpedmiten confirmar el diagndstico.

Las algas unicelulares del géndtomototheca,conocidos patégenos de mamiferos, son
capaces de provocar enfermedad cutanea en peoggties (Crispens & Marion 1975;
Gentles & Bond 1977). Las tecas de estos microsgans en los frotis tienen un aspecto
muy similar a las observadas en este estudio, perfmrman esporangios y son GRAM y
PAS positivos (Linares Sicilia & Solis Cuesta 208ttMullan et al.2011).

Prevalencia y estacionalidad

De los 139 ejemplares adultos estudiados, 26 estaiectados poRhinosporidium(18,7

%), con una marcada variacion estacional. La peec# fue baja en primavera, invierno y
verano (616,7 %) y elevada en otofio (3348,3 %). A comienzos de la primavera de 2012
(setiembre) se detectd un 16,7 % de ejemplarestatfes (3/18). En el otofio siguiente (abril
2013) la fraccion de ejemplares infectados fue &s ralta observada, 48,3 % (14/29). La
infeccién disminuyé nuevamente en el invierno (&goa 15,8 % (3/19), y fue mas baja aun
en la primavera tardia (noviembre) con un 9,4 982AB/En el verano posterior inmediato
(febrero 2014) no se detectaron ejemplares infest@31), sin embargo dos meses después
ya en otofo (abril) se vuelve detectar la enferrdexta33,3 % de los ejemplares estudiados
(3/9). Los resultados crudos se muestran en ladigul4, y las prevalencias correspondientes
se presentan en la tabla 7.1.

La frecuencia de infeccion en el otofio de 2013 digmificativamente mas alta con
respecto a todos los demés muestreos. Este aumefiie significativo en el otofio de 2014,
pero el numero de ejemplares estudiado en este fuasmuy pequefio. La ausencia de
infeccidn en la muestra de febrero en el veran@@t (0/31) no fue significativamente
diferente de la baja prevalencia observada enitaapera tardia de 2013 (noviembre, 3/29).
Sin embargo lo fue con respecto a lo registradmeestreos de otofio e invierno, las épocas
mas frias del afio. Los resultados de las comparegise muestran en la tabla 7.2.
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FIGURA 7.14. Variacion estacional en la prevalencia de infecgén Rhinosporidium
rwandaeenHypsiboas pulchellude La Paloma/Laguna de Rocha, Dpto. de Rochaasn |
barras se indica el nimero de ejemplares estudiado.

TABLA 7.1. Prevalencias de infeccion pdhinosporidium
rwandaeen Hypsiboas pulchellusen distintas épocas del afio, y
sus correspondientes IC 95 %.

Positivos/n  Prevalencia IC
Setiembre 2012 3/18 0,17 0,@639
Abril 2013 14/29 0,49 0,3D,66
Agosto 2013 3/19 0,16 0,06,38
Noviembre 2013 3/32 0,09 0,0324
Febrero 2014 0/31 0 -0,11
Abril 2014 3/9 0,33 0,120,65
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TABLA 7.2. Comparacion de las prevalencias estacionales f#ecion por Rhinosporidium
rwandaeenHypsiboas pulchellusSe muestran valores de p para comparaciones pareditizando
el test exacto de Fisher. En negrita se indicDS.

Setiembre 2012  Abril 2013 Agosto 2013 Noviembr&20 Febrero 2014

Abril 2013 0034

Agosto 2013 1,000 0,031 = -

Noviembre 2013 0,654 < 0,001 0,659 -

Febrero 2014 0,044 < 0,001 0,049 0,238 -
Abril 2014 0,367 0,476 0,352 0,108 0,009

CoinfeccidonRhinosporidium - Batrachochytrium dendrobatidis

En Valentines, Rio Tacuari, La Paloma y Laguna dehR se detectaron ejemplares de
Hypsiboas pulchelluscon infeccibn activa por dermocistidios Batrachochytrium
dendrobatidis,tanto en pieldorsal como ventral, ver figuras 7.15 y 7.16. SobhB8Y
ejemplares capturados entre setiembre de 2012ilydgbP014 se analiz6 la asociacion de
ambas infecciones considerando como variables hatesnla presencia/ausencia de ambas
mediante observacidbn macroscopica y PCR respedtiviam La asociacion no resultd
significativa, coeficiente r de Spearman = 0,117 (®,173). El hallazgo de coinfeccién por

ambos patogenos fue publicado durante el transclereste estudio, ver Apéndice 9.

Especificidad de hospedador

En las localidades estudiadas se procuré detectamebencia de infeccion por dermocistidios
en otras especies de anfibios de Paloma/LagunaodeaRy Valentines. Se estudiaron 203
ejemplares de 17 especies, incluyendo 44 ejemptlerds especie acuati€®seudis minutus.
La mayoria de los ejemplares se colectaron en piofi@rno y primavera (n = 176; 87 %),
épocas con mayor prevalencia de rinosporidiosisHgpsiboas pulchellussin embargo
ninguno presentd signos externos de la infeccian.lista de ejemplares examinados se

presenta en el Apéndice 7.
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FIGURA 7.15. Coinfecciéon Rhinosporidium rwandae- Batrachochytrium dendrobatidisen
Hypsiboas pulchelludyiINHN 9477, corte histolégico de piel dorsal, tintiBI&E. Abreviaturas: ce,
capsula del esporangio d&hinosporidium d, dermis; e, epidermis; en, endosporas de
Rhinosporidium m, melanéforos; vs, vaso sanguineo. Las fleclmaican esporangios d8.
dendrobatidiscon esporas y tubos de descarga. Barra = 50 um.

Discusion

Patologia y microbiologia

La patologia de la infeccion p&hinosporidium rwandaen Hypsiboas pulchelluss similar

a la de la enfermedad descripta en hospedadordsioanpor otros Dermocystida. Es
caracteristica la presencia de nédulos cutaneas,squcorresponden con la presencia de
esporangios en el tejido subcutaneo, delimitadosupa capsula y que contienen miles de
endosporas (Jay & Pohley 1981, Pascoknial. 2003, Raffelet al. 2008; Gonzélez-
Hernandezet al. 2010). Los esporangios en anfibios son en geresféricos como en el
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presente estudio o en forma de “U” (Pascoleti al. 2003). Los esporangios de
Rhinosporidium viridescenpueden ser elongados, o en forma de “C”, y presama
constriccion en los extremos (Raffsl al. 2008). La escasa reaccion inflamatoria asociada a
los esporangios coincide con la mayoria de losrtepoPérez (1913) y Granata (1919)

indican que hay acumulo de fagocitos en las zoeaspmtura de los esporangios maduros.

FIGURA 7.16. Coinfeccion Rhinosporidium rwandae- Batrachochytrium dendrobatidisen
Hypsiboas pulchellusNHN 9478, corte histoldgico de piel ventral, tibciH&E. Abreviaturas: ce,
capsula del esporangio d&hinosporidium; d, dermis; e, epidermis; en, endosporas de
Rhinosporidium gs, glandula serosa; vs, vaso sanguineo. Lakaleindican esporangios d&
dendrobatidiscon esporas y tubos de descarga. Barra = 20 um.

En Hypsiboas pulchellusa distribucién asimétrica de las lesiones enomegg de piel
ventrales y urostilo es similar a lo observado efibis del génerddyperoliusen Africa
(Scheidet al.2015) y erR. viridescengRaffel et al.2008). El patron de distribucion ventral y
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en la region pericloacal sugiere que el contacta tas formas infectantes se daria
principalmente en zonas ventrales del cuerpo. EEass deH. pulchelluspuede observarse el
contacto frecuente de la piel ventral con cuergagla cuando los machos vocalizan sobre
vegetacion flotante o semisumergida. El contactmm @werpos de agua parece ser
indispensable para adquirir infeccion pBr seeberi(Arseculeratne & Mendoza 2005;
Kaluarachchiet al. 2008). No esta claro si el ingreso de formas iafetets de ésta y otras
especies de dermocistidios al hospedador necesit@stbnes previas, por ejemplo como las
causadas poBatrachochytrium dendrobatidisEn el caso de los tritones de la especie
Notophthalmus viridescense ha sugerido que parasitosis por sanguijueldisgpeehiculizar

la infeccion poichthyophonusp. (Raffel et al. 2006).

La gran mayoria de los dermocistidios parasitosmféios han sido descriptos como
patogenos de la piel (Pascoletial. 2003; Gonzalez-Hernandet al. 2010). La presencia de
esporangios en oOrganos internos ha sido reportadaRhinosporidium viridescensjue
produce lesiones en el higado con baja frecuenci@a yecesariamente asociadas a lesiones
cutaneas (Raffadt al.2008). Al igual que en nuestro caso los esporargjias&ganos internos
fueron de similares caracteristicas a los de lh pas lesiones en 6rganos internos Bor
seeberiasi como la rinosporidiosis generalizada en husaun raras (Arseculeratne &
Mendoza 2005). Por el contrario, la afeccion eradog internos como el corazén, higado y
bazo es frecuente y puede ser severa en el casdedeiones potchthyophonusen peces
(Marty et al.1998; Kocaret al. 1999; Kocan & Hershberger 2006).

El tamafio y la morfologia de los microorganismosenstados emdypsiboas pulchellus
son coincidentes con los reportados para dermaicisthallados en otras especies de anfibios.
Las esporas de las distintas especies descrip@snn@n general entre 6 y 12 um, y el
citoplasma es usualmente “crescent-shaped” corgrarainclusion que desplaza los demas
componentes hacia la periferia de la célula, o ld#enobservan varias inclusiones mas
pequefias (Pérez 1907; 1913; Moral 1913; Granat8; X9ayénot & Naville 1922; Poisson
1937; Carini 1940; Broz &ifvora 1952; Jay & Pohley 1981; Pascokial. 2003; Raffelet
al. 2008; Scheidet al. 2015). La presencia de mitocondrias con crestasapl ha sido
indicada como caracteristica de Ichthyosporea (Bypwt al. 2013), pero en el presente
estudio no fue posible observar la morfologia denttocondrias. Esto quiza se debié a un
artefacto de fijacion ya que las muestras utilizada fueron originalmente fijadas para
realizar técnicas de microscopia electronica.

El aspecto de las tecas en los frotis por aplast@mi es igual al de otros

microorganismos no cercanamente emparentados. Esfagturas aparecen en numerosos
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grupos de protistas (ver Cavalier-Smith 2013), ydemmocistidios no parecen presentar
caracteristicas distintivas al estudio de micro&optica con tinciones convencionales.

Las uniones intercelulares observadas en el eggiorgmesente en el corazon de un
ejemplar deHypsiboas pulchelluposiblemente correspondan a alguna fase del désayro
maduracién de las esporas. Uniones entre endospoedsante finos filamentos fueron
observadas Unicamente por Guyénot & Naville (1923¢heidet al. (2015).

Los intentos infructuosos de cultivo como en ebprge estudio han sido repetidamente
publicados para Dermocystida, incluidos algunobdj@s a partir de hospedadores anfibios
(Pérez 1907; Moral 1913; Broz 1944). Escasos agasedian obtenido cdvhinosporidium
seeberien cultivos celulares, sin que se haya podidaalogu persistencia en condiciones de
laboratorio (Levyet al. 1986; Arseculeratne & Mendoza 2005; Vilela & Mend@012).

Virulencia y especificidad de hospedador

La dermocistidiosis es potencialmente letal en béwdi adultos pero los reportes de
enfermedad severa y mortalidad natural son es¢Mmsl 1913; Raffelet al. 2008). Raffel

et al. (2008) observa que infecciones severasRiunosporidium viridescersn invierno se
asociaron a infecciones bacterianas secundariasapdtegar a ser una causa importante de
mortalidad. En salmonidos de Norteamérica si sedimervado altas tasas de mortalidad
atribuidas @ermocystidiunsp. (Olsoret al. 1991) ySphaerothecum destrueft$arrell et al.
1986).

En los sitios de estudio no se observaron episod®smortalidad enHypsiboas
pulchellusasociada a infeccion p&hinosporidium rwandaeéEn los mismos este anfibio es
una especie comun y muy abundante. Por otra partalgunos ejemplares #k pulchellus
mantenidos en condiciones usuales de laboratoiidfdacion cutanea fue autolimitante, con
remision total de las lesiones pocos dias. Estacae con observaciones de varios trabajos
sobre infeccion en anfibios, en los que los indies curan en un corto tiempo sin verse en
apariencia afectados negativamente por la infec@R@mez 1907; 1913; Carini 1940; Broz
1944; Jay & Pohley 1981; Raffet al.2008).

La infeccién pomRhinosporidiumsolamente se detectd Elypsiboas pulchellugero su
ocurrencia en otras especies de anfibios no puesteadarse. Resulta interesante el hecho de

que ninguno de los ejemplares de la especie aaudgieudis minutusolectados en otofio,
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invierno o primavera (n = 44), presentara la inf@tcSi bien deberia estudiarse una muestra
mayor, esto puede deberse a la especificidad getador del patégeno.

Algunas especies de dermocistidios al parecer aodrifectar mas de un hospedador
anfibio, como es el caso denphibiothecum pennefday & Pohley 1981; Greest al.2002),

R. ranag(Guyénot & Naville 1922; Remy 1931; Broz 1944; B&Xulda 1954; Pascolingt

al. 2003) yDermocystidium pusul@Pérez 1907; Moral 1913; Pérez 1913; De Beauchamp
1914). Rhinosporidium seeberes capaz de infectar diversas especies de hospedado
homeotermos como aveSygnussp.), humanos, caninos y equinos (Sital. 2005; Vilela

& Mendoza 2012), ySphaerothecum destruempsiede afectar diversas especies de peces
(Gozlanet al. 2005; Gozlaret al. 2009). Scheickt al. (2015) sugieren cierta especificidad de
hospedador para las infecciones @®hinosporidiumrwandae en anfibios del género
Hyperolius.De todas formas en anfibios faltan estudios moégesl confirmatorios del rango
de hospedador.

La transmisién directa entre hospedadores de usiaanéspecie o especies diferentes no
se ha logrado en anfibios ya sea por administrag&ncontenido de esporagnios via oral,
mediante inyeccion, escarificacion o contacto gemplares infectados (Moral 1913; Carini
1940; Jay & Pohley 1981). Unicamente Poisson (198@drta el contagio de tritones de la
especielriturus palmatusaparentemente sanos, que fueron puestos en unRCAECUEO con
individuos infectados. En peces se han realizatkrdiones experimentales exitosas en el

caso debermocystidium salmoni®lsonet al. 1991).

Prevalencia y estacionalidad

Las prevalencias reportadas en la literatura paEecgiones por dermocistidios en anfibios
son muy variables, desde 4 a 52 % pero en gerarablservaciones son puntuales o parciales
a lo largo del afio (Guyénot & Naville 1922; Carl®40; Broz 1944; Broz & i#vora 1952;
Jay & Pohley 1981; Pascoliat al. 2003; Curtoiset al. 2013). En el caso dehinosporidium
viridescenslas prevalencias detectadas a lo largo del afidRpdfel et al. (2008) variaron
desde 0,1 a 75 %, en un hospedador que no se é&canrdeclinacion. En forma similar las
prevalencias observadas Eypsiboas pulchellusyariaron entre 0 y 48,3 % a lo largo del
afno. Posiblemente en ambos casos de estudio lasitparse encontraban en equilibrio con

sus hospedadores.
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Al igual que erHypsiboas pulchellusa mayoria de los reportes en anfibios sugiere que
la infeccion por Dermocystida presenta un caraegtacional. En Europa Pérez (1907; 1913)
encuentra un pico de infeccion en invierno (febgeroarzo) durante un periodo de tres afos,
similar a las observaciones de Poisson (1937)ucopico en invierno y primavera (marzo y
abril) en dos afios de observaciones. Otros repoeté@sfeccion en anfibios europeos también
coinciden principalmente con invierno y primave@uyénot & Naville 1922; Remy 1931;
Broz & Privora 1952; Curtoigt al.2013). En EEUUAmphibiothecum pennese encontrd en
otofio y primavera (Jay & Pohley 1981), el pico mfeécion poRhinosporidium viridescens
enNotophthalmus viridescemgurre en invierno y primavera temprana (Ragtedl. 2008).

En peces y anfibios el comportamiento estacionaledizrmedades fungicas y por
dermocistidios en épocas frias puede deberse aresmuesta inmune disminuida del
hospedador asociada al crecimiento 6ptimo de patd&gea bajas temperaturas (Bdy al.
1993; Bergeket al.2004; Raffelet al.2008). La variacion de factores ambientales conmiel
podria también influir significativamente en lasasa de infeccion (Carlin 2014). Esto ultimo
podria ser particularmente importante en el cadomeas infectantes presentes en ambientes
acuaticos como charcas estacionales o semiperneanesiijetos a grandes variaciones

periodicas.
CoinfeccionRhinosporidium - Batrachochytrium dendrobatidis

Desde el descubrimiento del hongo quitridiomiddadrachochytrium dendrobatidi@d) en
1998 (Bergeret al. 1998), la infeccion conjunta con otros microorgams eucariotas
patdégenos de la piel no habia sido documentada kagresente estudio. Green y Kagarise
Sherman (2001) identificaron infeccion fay Amphibiothecum penneen especimenes del
sapo buféonidoAnaxyrus canoruscolectados en el mismo sitio, pero no observaron
coinfeccion en los mismos hospedadores. GronerdyeR€2010) reportan que una poblacién
del triton Notophthalmus viridescerdetectaron ejemplares infectados tanto Boncomo
Rhinosporidium viridescenspero no indican si ambos patégenos fueron enatogra
simultaneamente.

Cabe destacar que lo que parece ser el primerteepercoinfeccion por dermocistidios-
quitridios es el trabajo de De Beauchamp (1914)issotriton helveticusEste autor describe
una enfermedad nodular de la piel causadaD@wmocystidium pusul§ encuentra ademas

organismos unicelulares de 8 x 3 um incluidos eque@os esporangios de 13 x 10 um de
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fina pared. Observdé que estos esporangios produesgoras esféricas o ligeramente
piriformes de unas 2,5 um de diametro, con un ftage aproximadamente diez veces esta
longitud. De Beauchamp (1914) identific6 a estoscragrganismos como hongos
quitridiomicetos. Observaciones similares fueroohlas por Grassé (1926) y Poisson (1937)
en L. helveticus;este ultimo observé esporangios pequefios con ddpstos diminutos de
1-1,5 um, que producian esporas de 2,5-3 um y noftagelo relativamente largo. La
morfologia de estos pequefios esporangios y esptageladas observadas por De
Beauchamp (1914) y Poisson (1937) coinciden cotamlafio de las producidas pBd
(Longcoreet al. 1999; Bergeret al. 2000; Bergeret al. 2005). De Beauchamp (1914) no
descart6 la posibilidad de que las esporas flagslagesen producidas por los dermocistidios,
lo cual es sugerido por Poisson (1937). Ningun atrtor menciona la produccion tanto de
pequefios esporangios aislados como de esporadaflagepor dermocistidios u otros
parasitos similares presentes en la piel de asfigp@ascoliniet al. 2003; Raffelet al. 2008).

En este sentido, Pascoliat al. (2003) sugieren que las observaciones de Pois€8v)1
corresponden al primer reporte de quitridiomicalgsanfibios. Sin embargo, el trabajo de De
Beauchamp (1914) con observaciones similares pemidvertido en la literatura reciente,
siendo citado solamente por trabajos viejos (Guy&niNaville 1922; Grassé 1926; Poisson
1937). La fecha méas temprana de deteccién de djoitricosis en Europa usualmente
sefalada en la literatura es 1997 (Bostlal. 2001). La posible presencia de quitridios en
anfibios de Europa continental de principios deglasiXX sugerida por el trabajo de De
Beauchamp (1914), es previa a la introduccion dasael génerXenopusiesde Africa, los
primeros vectores potenciales de quitridios en gracala.Xenopus laevigDaudin) fue
introducida en Gran Bretafia hacia finales del sk (1896), pero recién comenz6 a ser
comun como animal de laboratorio en Europa a paetios afios 1930s (Gurdon & Hopwood
2000). En forma similarBd se encontro en anfibios de Japdn colectados en p#&Zo al
establecimiento de un intenso y epidemiolégicameetevante comercio internacional de
ranasXenopugGokaet al.2009).

La mayor prevalencia de dermocistidios y quitridemeHypsiboas pulchellusn épocas
frias del afio (otofio e invierno), podria explicgyse el patrén de actividad del hospedador y
el desarrollo 6ptimo del patégeno a bajas temperstiBin detrimento de ello, la asociacion
de dermocistidios a la presencia de quitridios ermlantear la hipétesis de una posible
interaccion entre ambos patégenos con un efectenpi@idor. Es posible que el dafio que
causaBd en la piel de anfibios susceptibles pudiese facild infeccién por dermocistidios o

viceversa.
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Capitulo 8

Ictiofonosis erHypsiboas pulchellus

Resumen

Este Capitulo reporta por primera vez la infeccgor Ichthyophonussp. (Eccrinida,
Ichthyosporea) en anfibios fuera de Norteaméricdo$ parasitos producen una infeccion
granulomatosa en musculos y piel potencialmentetaindra infeccion se detectdé en un
ejemplar juvenil deHypsiboas pulchellugAnura, Hylidae) colectado en Paso Mauricio, sur
de Uruguay. El ejemplar presentaba una tumoracida s2gion dorsal posterior y aparentaba
estar en buena condicion. Al corte histologico didmoracion presentd una infeccidon
granulomatosa con numerosos esporangios parasitprese extendieron por la musculatura
axial hasta la regién dorsal anterior. Los espacangstaban en distintos estadios de
evolucion, en reposo, sincitial, fiboroso y maduaracteristicos de la infeccion por
IchthyophonusSe discute el posible origen de esta infeccioraréirpde la introduccion de
Rana toro norteamericanathobates catesbeianus
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Introduccioén

El Orden Eccrinida (= Ichthyophonida; Ichthyospdra&luye parasitos de peces, anfibios,
moluscos, crustaceos e insectos, y también orgasisaprofitos com8phaeroforma artica,
cuyos ciclos de vida son poco conocidos (Mendstzal. 2002; Glocklinget al. 2013). El
patégenoAnurofeca richardsi,confundido durante mucho tiempo con algas del @éne
Prototheca,se desarrolla en el intestino de larvas de ardfigipuede causar inhibicién del
crecimiento (Wong & Beebee 1994; Mendoziaal. 2002). Son capaces de producir una
enfermedad sistémica granulomatosa, crénica y pialemente letal que afecta la piel,
musculos y érganos internos (Rahimian 1998; Koetal. 1999; Raffelet al. 2006). Los
esporangios pueden permanecer inactivos en lafoseflel hospedador junto a otros con
distinto grado de actividad (Rahimian 1998). Imé&gede patologia macro y microscopica se

indican en la figura 8.1.

FIGURA 8.1. Infeccion porchthyophonugn el tritonNotophthalmus viridescens.
A, ejemplar adulto con tumoraciones y ulceracidrleforso.B, corte histologico
de muasculos con numerosos esporagnios activoh#llge, masculos con esporas
en reposo (flecha). Fotos gentileza de Thomas Raffe
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Se ha descripto una forma infectante unicelularbamde con motilidad que una vez
dentro del hospedador desarrolla un esporangiopguduce numerosas endosporas con la
capacidad de reiniciar el ciclo nuevamente (Mendetaal. 2002). Al igual que en
Dermocystida no se ha podido lograr la transmidiéecta (Gregget al.2012).

Las especies parasitas del génkrsthyophonustienen gran importancia en peces y
anfibios, pudiendo causar severo impacto a nivélgmonal (Mellergaard & Spanggaard
1997; Martyet al.1998; Kocan & Harshbarger 2006; Hershbergeal. 2010).

Existen pocos estudios sobre ictiofonosis en argibiGoodchild (1953) publica los
primeros casos en juveniles de Rana toro norteaargxilithobates catesbeianude EEUU
en los que observa granulomas en el urostilo, péra al agente infecciogdistocystidium
ranae. Posteriormente la infeccion es encontrada en atnosos y salamandras de América
del Norte(Herman 1984; Mikaeliaet al. 2000; Greeret al. 2002; Wareet al. 2008). Raffel
et al. (2006) encuentran una asociacién entre la infecpmrichthyophonusen anfibios y
parasitosis por sanguijuelas, sugiriendo que gxidsian ser vectores de la enfermedad. En
ocasiones la enfermedad en anfibios ha sido cofarabn la adiaspiromicosis, causada por
hongos del génerm@hrysosporiun{Hill & Parnell 1996; ver Berger & Green 2012).

En este Capitulo se describe el primer caso dedidfie por Eccrinida en anfibios fuera
de Norteamérica, en una localidad del sur de Umugua

Obijetivos

Objetivo general
Describir un caso de infeccion pgahthyophonusp.en un anfibio nativo de Uruguay.
Objetivos especificos

1) Caracterizar la infeccion desde un punto de viséamo-patologico e histolégico.

2) Discutir el posible origen de los microorganismasoilucrados y su importancia

epidemioldgica.
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Materiales y Métodos

Sitio de estudio y habitat

La localidad de estudio fue un cuerpo de agua proxal Arroyo Mauricio, en la localidad
Paso Mauricio, Dpto. de San José (34°40'58" 158" W; 3 m s.n.m.), figura 8.2. El
habitat consistio en un charco temporario de laigika de inundacién del arroyo, que
presentaba una profundidad maxima de aproximadamentn, figura 8.3. El ambiente
circundante inmediato es de monte en galeria yepaachaturales con grado de antropizacion
variable, en un matriz de paisaje agricola. El @haecibe intermitentemente el desborde del

Arroyo Mauricio y esta habitado por peces, sientdandantes las "madrecitas de agua"

Cnesterodon decemmacula(iecilidae)
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FIGURA 8.2. Infeccién porlchthyophonussp. en Hypsiboas pulchellus,
ubicacion geogréfica del sitio de estudio, PasorMiy Dpto. de San José.
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FIGURA 8.3. Habitat del sitio de estudio en Paso Mauricio,rpags de
agua proximos al cauce del Arroyo Mauricio (18/\/2p

Material de estudio

El 2 de noviembre de 2007 durante horas del di@bservaron dos ejemplares juveniles de
Hypsiboas pulchellugAnura, Hylidae) entre matas deryngium en torno a charcos
temporalesUno de ellos (MNHN 9505) presentd una tumoracidreledorso, fue trasladado
al laboratorio donde se practicé la eutanasia. Betipd un examen post-mortem y se
tomaron muestras con motivo de realizar preparasiohistologicas de la lesion; los
procedimientos se detallan en el Capitulo 2.

Adicionalmente se examinaron lotes de larvas diiasfdel mismo charco colectadas
entre el 4 de noviembre y el 9 de diciembre de 2807 126):Dendropsophus sanbor(m =
8, estadios 3141), Hypsiboas pulchellugh = 69, estadios 282), Leptodactylus latrangn =
2, estadio 40) pcinax granulatugn = 47, estadios 342).
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Resultados

Lesiones macroscopicas

El ejemplar estudiado (MNHN 9505) presentd una t@&tion en la zona posterior del dorso,
de aspecto liso, de aproximadamente 5 mm de lahgittB8 mm de ancho, sin otras

malformaciones aparentes, figura 8.4. A la disatesi® observaron multiples esporagnios en
el tejido subcutaneo que ocupaban toda la tumoratios esporangios se extendieron por
aproximadamente los dos tercios posteriores de Uacuatatura axial. No se observo

ulceracién de la piel o tumoraciones en la cabemaiembros. A la diseccion tampoco se
observaron esporangios en la cavidad celémicae&brde los ejemplares estudiados no

presento lesiones macroscoépicas a destacar.
Histopatologia

Al examen microscopico de la tumoracién se observaientos de esporangios contiguos,
mMas o menos circulares, de aproximadamente 100 a@0de didmetro. Los esporangios se
extendieron por debajo la epidermis hasta los glamosculares profundos, pero no se
observaron entre las fibras musculares. Unos pseosituaron por debajo de musculos
lumbares, dentro de la cavidad celomica. Los esioa tienen doble pared, la mas externa
de aproximadamente 10 um que tiene una colora@8mdailica. Esta capsula externa es
ondulada, presentandose menos anfractuosa cuastgrarée (y maduro) es el esporangio.
La membrana interna es mas fina que la externafilzasy en su interior estan las esporas.
Entre ambas se observa un espacio que aparentetoemtgponde a un artefacto de la técnica
histoldgica.

El aspecto de los esporangios fue variable, acqeloactividad presentaban un aspecto
de sincitio, mientras que en los mas grandes piasam un estado fibroso (segun Goodchild
1953) o bien estaban ya maduros, repletos de espgmdos sincitios los ndcleos son visibles
pero lo son aun mas en los fibrosos. Los mas peguestaban en estado de reposo, con un
contenido de aspecto mas denso. Las esporas nmpdeximadamente 1 pm adquieren una

coloracién levemente basdfila en la pared celldarnumerosos sitios entre los esporangios
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se observo un infiltrado de células inflamatori@sagenes representativas de los distintos
estadios evolutivos se muestran en la figura 8.5.

FIGURA 8.4. Infeccion por Ichthyophonussp. en un ejemplar juvenil délypsiboas pulchellus
MNHN 9505, lesiones macroscopic#s. se observa una tumoracion en la region dorsaepos la
flecha indica el limite anterior aproximado. Bara5 mm. Foto: Francisco Kolen®, vista
macroscopica de un corte sagital de la tumora@onteniendo numerosos esporangios. Barra = 1
mm. C, superficie de los musculos dorsales afectadoslpgranuloma, luego de removida la piel.
Barra = 500 pm.
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FIGURA 8.5. Infeccion por Ichthyophonussp. en Hypsiboas pulchellusMNHN 9505, cortes
histolégicos, tincion H&EA, corte sagital de tumoracion sub-epidérmica etavmnoramica, se
observan esporangios en diverso grado de desarBaioa = 200 umB, esporangio activo en estado
sincitial. Barra = 50 unC, esporangio activo en estado fibroso (izquierda)tiguo a uno en reposo
(derecha). Barra = 50 um, contenido de un esporangio maduro repleto deraspBarra = 20 um.

Diagndstico microbiolégico y anatomopatoldgico difencial

El diagndstico de ictiofonosis se realiz6 en bada aiguiente combinacion de caracteres
macro y microscopicos: 1) presencia de una tumifacen la zona dorsal posterior de un
ejemplar juvenil; 2) infeccidén quistica granulomsgta@on cientos de pequefios esporangios; 3)
esporangios con doble pared en distinto grado deidsd, los mas maduros repletos de
endosporas.

En un ejemplar adulto ddypsiboas pulchellufMNHN 9504) de La Paloma, Dpto. de
Rocha, se observé una tumoracion de localizaciépeco y tamafio muy similares a la
descripta. A la diseccion se encontré una parasips una larva plerocercoide de tenias del
género Spirometra, ver Capitulo 10. En otro caso, un ejemplar Melanophryniscus
sanmartini colectado en Valentines, Dpto. de Treinta y TreNK 9510) presenté una
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tumoracién también similar en aspecto y localiza@da descripta para el ejemplar MNHN
9505, pero la lesién observada correspondié a eoalasia benigna (lipoma), ver Capitulo
11. Otras enfermedades de la piel de los anfibieslen presentar tumoraciones similares a
las causadas pdchthyophonusprincipalmente diversas neoplasias y varias arddades
infecciosas granulomatosas. En el caso de estasagli{ej. cromomicosis, mucormicosis y

micobacteriosis) los granulomas son difusos sfori@acion de esporangios, ver Apéndice 1.

Discusion

Las caracteristicas macroscoépicas de la infecciisergada en un ejemplar ¢hypsiboas
pulchellusproveniente de Paso Mauricio en el sur de Urugaaycite con lo conocido para
las infecciones poichthyophonu®n anfibios (Goodchild 1953; Raffet al. 2006; Berger &
Green 2012). Al igual que en el presente estudomd@hild (1953) describe la ocurrencia de
tumoraciones en la region dorsal posterior de d@mp juveniles de la Rana toro
norteamericanaithobates catesbeianuBste autor plantea la posibilidad de que la infatci
se establezca durante la metamorfosis cuando daesth en reabsorcion. No se observaron
tumoraciones multiples, ulceracion de la piel ositis granulomatosa como las descriptas en
infecciones poichthyophonusn anfibios adultos y peces (Rahimian 1998; Mikaebaml.
2000; Raffelet al. 2006). El cuadro observado etypsiboas pulchellugs seguramente de
evolucion crénica y si bien el ejemplar se muestrapariencia en buen estado, la infeccion
puede ser potencialmente severa debido a la pdaithitle reinfeccidén y diseminacion a partir
de quistes activos, potencialmente retrasando srd®lo por disminucion de la eficiencia
alimentaria y aumentando del riesgo de predacion.

La histopatologia de la lesidn observadaigpsiboas pulchelluss también coincidente
con lo conocido para infecciones pérhthyophonus,en las quepueden encontrarse
esporangios con diferente aspecto, asimilables acddividad y grado de maduracion
(Goodchild 1953). Aquellos en reposo se presentaamiraidos, con la capsula externa
sinuosa como los ya descriptos para anfibios ygeocesu misma condicion (Margt al.
1998; Rahimian 1998; Raffet al.2006). Al igual que lo descripto por Goodchild (3930s
esporangios activos son en principio sincitios poess multinucleadas y evolucionan a un
estadio repleto de pequefias esporas que se tifeenpente. Milleret al. (2009) encuentran

gue en juveniles deithobates clamitanaumenta la pigmentacion en los tejidos circundantes
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a las lesiones cuando el numero de esporangiost@sia cual no fue observado en el
ejemplar deH. pulchellus

Los hallazgos de infecciéon pachthyophonusen anfibios previos a este estudio se
realizaron en poblaciones silvestres de especitdgmaale Estados Unidos y Canada, en las
gue se asociaron a episodios naturales de moubijidaortalidad (Goodchild 1953; Herman
1984; Mikaelianet al. 2000, Greeret al. 2002; Raffelet al. 2006; Burton 2007; Shermaat
al. 2009). El diagndstico de infeccion pehthyophonugnHypsiboas pulchellusn el sur de
Uruguay constituye el primer registro en anfibi@sld Region Neotropical, y su potencial
impacto es aun desconocido.

El origen de esta infeccion en anfibios nativoseuerser estudiado. Una posibilidad es la
transmision de un parasito de peces a una especenfibio. En el caso de tratarse de
parasitos de anfibios debe tenerse en cuenta ePgse Mauricio dista unos 9,5 km de un
criadero de Rana toro norteamericdntnobates catesbeianu$igura 8.6. Esta especie es
potencialmente portadora de infeccion parthyophonugGoodchild 1953; Mikaeliart al.
2000; Greeret al. 2002; Miller et al. 2009). ElI mencionado criadero se establecié en 1998
con ejemplares de. catesbeianugmportados desde Brasil (Mazzaogt al. 2003), y siguid
activo al menos hasta el afio 2010 inclusive (olaeéim personal). Estudios
complementarios de campo y moleculares permitoéacterizar las cepas bdthyophonus

encontrados eHypsiboas pulchelludel sur de Uruguay.

FIGURA 8.6. Ubicacién de un

o) criadero de Rana toro
PASO X norteamericana cercano al sitio de
MALUR)SG estudio Paso Mauricio, proximo a
Libertad, Dpto. de San José
(imagen de fondo captada de
Google Earth, 18/V/2014).

Criadero de
Rana toro .
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OTRAS ENFERMEDADES

El estudio de aspectos bioldgicos de anfibios dabgUay comenzé a principios del siglo XX

con los trabajos pioneros de Ergasto Cordero sphrasitologia en diversas especies

(Cordero 1919; 1919a). El conocimiento sobre pafalale anfibios nativos fue continuado

con trabajos parasitoldgicos, sobre el hallazgmideo y macroparasitos, hongos patdégenos y

ocasionalmente protozoarios (Vogelsang 1925; CordeB3; Stensaast al. 1967; Dei-Cas
& Mafé-Garzén 1971; Mafé-Garzon & Gonzalez 1978; taenbién Capitulo 3). En esta

seccion se comunica el hallazgo de otras patolalgida piel causadas por cestodes, larvas de

acaros y neoplasias.
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Mafie-Garzon, F. & Gonzalez, L.E. (1978)
Gorgoderina darwinin. sp. digenea parasito
de la vejiga urinaria del sapito de Darwin
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Capitulo 9

Esparganosis ddypsiboas pulchellus

Resumen

Se describen los primeros registros de infestap@mformas larvales de tenias del género
Spirometra (esparganos) en el anukbypsiboas pulchellugHylidae) Se estudiaron 139
ejemplares de dicha especie colectados en losedibees de La Paloma y Laguna de Rocha,
Dpto. de Rocha, en el sureste de Uruguay. Dosloe @lesentaron un espargano (1,4 %), en
un caso en forma libre en la cavidad celéomica. Emte ejemplar el parasito estaba
localizado bajo la piel, y se extendia hacia laday celomica. Se discute la importancia de
este hallazgo, junto con una revision de la infanidgra disponible sobre la esparganosis en

Uruguay.

Los resultados de esta seccion fueron publicades$ teanscurso de este estudio (ver Apéndice 9):

Borteiro, C., Castro, O., Sabalsagaray, M.J., Knlén, Martinez Debat, C. & Ubilla, M. (2015) Spang in the
Neotropical frogHypsiboas pulchellugHylidae) from UruguayNorthwestern Journal of Zoologg;1(1),
171-173.
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Introduccioén

La esparganosis es una enfermedad parasitaria postaccausada por esparganos o larvas
plerocercoides de tenias del géneBpirometra, actualmente incluidos en la familia
Diphyllobothriidae (Platyhelminthes, Eucestoda; Merchtaet al. 2008). Los adultos habitan
el intestino de canidos y félidos, y sus huevosatagen a formas ciliadas o coracidios que al
ser ingeridos por crustaceos acuaticos se tranafomn larvas procercoides, que una vez
consumidos por vertebrados pueden desarrollarezbg@rcoide de localizacion cutanea o
visceral; el ciclo puede incluir hospedadores gariabs predadores de vertebrados infestados
(Mueller 1974; Bowmaret al. 2002). La esparganosis e€s una zoonosis poco frecpeno
potencialmente mortal, que puede ocurrir en el hrenplor consumo de carne de reptiles o
anfibios insuficientemente cocida conteniendo mercoides, por estrecho contacto con las
mismas o por la ingestién de agua con copépodaadmoes de procercoides (Sakametal.
2003; Houet al. 2012). La esparganosis humana es particularmemgertante en Asia (Chi

et al.1980; Houet al. 2012).

En Uruguay el primer reporte de plerocercoideSpieometraes el de Vogelsang (1925),
quien encuentra esparganes anfibiosLeptodactylus latransenquistados en las masas
musculares de los miembros posteriores. Poco desylalffhiigel & Vogelsang (1926)
encuentran plerocercoides en la piel de los maakgiautdoctonos comadreja overa
(Didelphis albiventriy y comadreja colorada Ltreolina crassicaudata paranalis
Identifican a estos Ultimos confdparganum reptangjue luego de ser administradas a un
canino para completar el ciclo parasitario fuersigraados &ibothriocephalus decipiens,
actualmente en el génespirometraDei-Caset al.(1976) reportan el hallazgo de esparganos
en varias especies de reptiles de Uruguay y nuevamen ejemplares de. latrans
procedentesle Montevideo, Maldonado y Rocha. La infestaciétuna por Spirometraen
felinos domésticos de Montevideo fue diagnostigaalaSampaicet al. (1987). Un segundo
hallazgo en reptiles nativos es el reciente repdeeCrampetet al. (2008) en lagartos
(Salvator merianae En este trabajo se reporta el hallazgo de espasgamanfibios anuros

adultos de la especitypsiboas pulchellugrovenientes de La Paloma, Dpto. de Rocha.
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Objetivos

Objetivo general

Reportar la infestacién por larvas plerocercoidedetias $pirometra en anuros de la

especieHypsiboas pulchellus.

Objetivos especificos

1) Describir las lesiones macroscoépicas e histopaimidg la parasitosis.

2) Revisar la informacion disponible de la enfermedad Uruguay y discutir su

importancia en anfibios.

Materiales y métodos

Sitio de estudio

El trabajo de campo del presente estudio se reafizél sur de Uruguay, en dos localidades
costeras muy proximas entre si en los alreded@es dPaloma (34°38'29" S, 54°12'39" W) y
Laguna de Rocha (34°39'45" S, 54°13'14" W), DggoRocha. Los muestreos se realizaron

como parte de los trabajos detallados en el Captul
Especimenes de estudio y procedimientos

Entre setiembre de 2012 y abril de 2014 se colectdB9 ejemplares adultos del anuro
Hypsiboas pulchellugver Capitulo 8). Los mismos se procesaron com@adsenes de
estudio, se practicd un examen post-mortem corearsfn de la cavidad celémica bajo lupa

binocular a 10X y fotografiados segun se detallaleébapitulo 2. Los demas procedimientos
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de laboratorio y acrénimos corresponden a lo datallen dicha seccion. Dos especimenes
presentaron helmintos no intestinales en la cavigs@nica: MNHN 9503 de 32,8 mm LHC

y MNHN 9504 de 36,4 mm LHC, colectados el 17 destmoy 17 de abril de 2013
respectivamente. El habitat donde se colectaronoanefemplares consistié en un charco
permanente (tajamar) utilizado como abrevadero ateadp en una zona de praderas, ver
figura 7.2 A del Capitulo 7.

Resultados

Ambos especimenes ddypsiboas pulchellusse encontraban vocalizando en sitios de
reproduccién, aparentemente presentaban buen estmieral, sin debilidad ni
comportamientos o posturas anormales. Tampocosss\avon signos de enfermedad severa
como necrosis, inflamacion granulomatosa, hemaragilceracion de la piel (Berger al.
2009). Los dos ejemplares fueron positivos a infgcpor Batrachochytrium dendrobatidis
diagnosticado por PCR (ver seccion Materiales yodus) y ademas el ejemplar MNHN
9504 presentaba dos nddulos ponphibiocystidiumuno en el abdomen y otro contiguo a la
tumoracion causada por el helminto

Los helmintos presentaron caracteristicas tipicaslaitvas plerocercoidescuerpo
achatado de color blanquecino, relativamente agatiarollado, con un extremo ensanchado
y pliegues transversales evidentes, figura 9.1 A. éf espécimen MNHN 9503, el
plerocercoide midié 25 mm de largo, y estaba lémela cavidad celémica. En espécimen
MNHN 9504 se encontré una tumoracion en la parstgoor del dorso de aproximadamente
4 x 2 mm, figura 9.1 B. Al ser disecada la tumeif@atse observo la larva plerocercoide de 47
mm parcialmente ubicada en el tejido subcutanedendiéndose a través de planos
musculares dorsales hacia la cavidad celémica.r®eafe la cavidad celomica la misma
estaba envuelta en una fina membrana blanqueashidida, figura 9.1 C, D. La piel en

correspondencia del sitio donde se hallaba la laovaresento alteraciones visibles.
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FIGURA 9.1. Infestacién por espargan@n Hypsiboas pulchellusA, espargano extraido de la
cavidad celémica de un ejemplar adulto MNHN 9508,Raloma, Dpto. de Rocha (17/V111/2013).
Notese el extremo posterior ensanchado caracteridé la larva. Barra = 1 mrB, ejemplar macho
adulto MNHN 9504 de la misma localidad (17/IV/2018¢ observa una tumoracién en la region
dorsal posterior (flechalz, mismo ejemplar, a la diseccién de la tumorac®polsserva un espargano
subcutaneo que se extiende hacia la cavidad cedémitravés de un orificio entre los musculos
dorsales (flecha). Barra = 2 mi, vista de la misma larva desde la cavidad celor(fieahas),
envuelta en una fina membrana. Abreviaturas:éstitto; r, rifion. Barra = 2 mm.

Al corte histolégico se observaron caracteristdiagnosticas de larvas de cestodos como
ser una gruesa cuticula, presencia de corpuscaloareos, ausencia de tubo digestivo y

grupos de fibras musculares dispersas por el pairdagfigura 9.2.
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fm

FIGURA 9.2. Corte histologico de espargano extraiddHgpsiboas pulchelluMNHN 9504,
tincion H&E. Abreviaturas: fm, fibras musculares; cuticula; cc, corpusculos calcéreos. Barra
=200 pum.

Discusion

En el presente estudio se encuentra por primera Mgpsiboas pulchellusomo hospedador
intermediario de larvas plerocercoides 8pirometra.La presencia de plerocercoides en
anfibios adultos de habitos no acuaticos cokhopulchellus probablemente se debe a
infestacién durante la fase larval por el consuptidental de copépodos (Venturini 1989).

La prevalencia de plerocercoides fue baja (1,4 PAgual que la carga parasitaria, una
larva por hospedador. Algunos reportes sobre eapasis en anfibios adultos registran bajas
cargas parasitarias (Vogelsang 1925; Gomez-Paedkh2010). Sin embargo, la incidencia y
carga pueden ser altas (Qati al. 2011; Bezerraet al. 2012) e incluso causar enfermedad
severa en condiciones naturales (Besgeal. 2009). El registro de bajas cargas parasitarias

estd muy influido por el esfuerzo de muestreo yaetafio de la muestra, ya que altas
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concentraciones de parasitos son hallazgos rarda poblacion de hospedadores (Poulin
2013).

La localizacion de los esparganos en anfibios aduds variable, las larvas parasitarias
migrantes se ubican en el tejido subcutaneo, maisestriado, epitelio celémico, higado y
libres en cavidad celdmica (Rego & Schéaffer 1992rg@ret al. 2009; Bezerrat al. 2012).

La doble localizacion subcutanea y celdomica debegmo hallado en el ejemplar MNHN
9504 es novedosa. En ninguno de los dos casosiakiadenHypsiboas pulchellusos
ejemplares parecian estar severamente afectadodapenfermedad. La incidencia y
virulencia de los plerocercoides en ésta y otrgeass nativas de anfibios amerita mas
estudios sobre prevalencia. El rango de hospedaduermediarios d8pirometraes amplio

y muchas especies nativas de anfibios podrian pet@mcialmente afectadas (Bergeral.
2009).

Los reportes previos de esparganosis en anfibioblrdguay y la region mencionan
larvas plerocercoides de pequefo tamarfo, entr@2 mm (Vogelsang 1925; Gomet al.
2010; Bezerrat al. 2012). Bergeet al.(2009) encuentran esparganosSggrometra erinacei
en anfibios de Australia cuyo tamarno fue variablediendo hasta 50 mm. La identidad de
larvas plerocercoides halladas en anfibios de Urygdeberia ser estudiada con la
reproduccién del ciclo biolégico en condicionesearkpentales.

En Uruguay existen solamente dos casos registidglesparganosis en humanos, ambos
probablemente debidos al consumo de agua contamauadcopépodos (Osimani & Peyrallo
1954; Sakamotet al. 2003). En este pais el riesgo epidemiolégico dargsmosis humana
debida a la utilizacién de anfibios es extremadden&ajo. Los anfibios no se utilizan en
terapias médicas folcléricas comunes, y el consdencarne no es extendido. Hasta la década
de 1980s ejemplares adultosldsptodactylus latrangran colectados en zonas suburbanas y
rurales inmediatas a Montevideo en pequefia egzaia,abastecer un limitado mercado local
de carne de rana para consumo humano (G. Deweadlip, pers.). En la misma década la
Rana toro norteamericanhithobates catesbeianugs introducida para su cultivo con fines
comerciales (Amestogt al. 1998) y una parte de la produccion comenzé a atmstd
mercado local. Varias granjas productoras de Ranoaske establecieron en distintas zonas del
pais pero la industria colapsé a principios dealdss 2000s (ver Capitulo 5), y el mercado
local de ancas de rana no fue sustituidolcdatransdel medio silvestre. EI consumo de esta

ultima especie por la poblacion es actualmentepetoeal.
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Capitulo 10

Neoplasias

Resumen

Las neoplasias espontaneas en poblaciones silvearanfibios son infrecuentes y poco se
conoce de su biologia. En este Capitulo se refodaurrencia de tumoraciones neoplasicas
en los anuroslypsiboas pulchellugHylidae) yMelanophryniscus sanmartifBufonidae) del
centro-sur de Uruguay. En el primer caso se trat@abk ejemplares con pequefios tumores
pigmentados y encapsulados encontrados en el tgjibautaneo, que histologicamente
correspondieron a melanoforomas. En un ejemplavidsanmartiniuna tumoracién dorsal
subcutanea correspondid a un lipoma. Se discuteelevancia de estos hallazgos,

principalmente en relacion a las posibles causagpdeacion de melanoforomas en anfibios.
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Introduccioén

Los reportes sobre enfermedades neoplasicas denfdsos son raros, y muy escasos en
relacion a otros grupos de vertebrados (Balls &ti¢o 1974; Asashimat al. 1987; Stacy &
Parker 2004). Sin embargo se conocen numeroscs dipaeoplasias tanto benignas como
malignas, identificadas en especies pertenecieateauy diversos grupos taxondémicos
(Schlumberger & Lucké 1948; Schlumberger 1957; 841962; Balls & Clothier 1974;
Harshbarger 1977). Los estudios sobre tumoresealeepianfibios constituyen gran parte de
los estudios disponibles sobre el tema (Balls &l@ér 1974; Asashimat al. 1987). La piel

y el tejido subcutaneo pueden verse afectados @aosvtipos de proliferacion neoplasica
como papilomas, adenomas, adenocarcinomas, camim@Encélulas escamosas, lipomas,
melanoforomas y tumores mesenquimales (Schlumbé&rdercké 1948; Balls 1962; Berger
et al. 2004). Los tumores espontaneos de anfibios enexlionmatural son poco frecuentes,
salvo por el adenocarcinoma renal o tumor de Luakéithobates pipiensparentemente
inducido por virus (Schlumberger & Lucké 1948),uynbres de células pigmentarias de la
piel (melanoforomas) asociados a polucion ambigiirake & Harshbarger 1977; Green &
Harshbarger 2001). En este Capitulo se comuniteliElzgo de neoplasias espontaneas en

poblaciones de anfibios silvestres de Uruguay.

Objetivos

Objetivo general

Reportar el hallazgo de neoplasias espontaneasol@lacpnes silvestres de anfibios

nativos de Uruguay.
Objetivos especificos

1) Describir las lesiones macro y microscoépicas dadaplasias.

2) Discutir su importancia desde un punto de vistdeapiol6gico.
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Materiales y meétodos

Sitios de estudio, especimenes y procedimientos

Los muestreos se realizaron en los alrededoresadealoma y Laguna de Rocha (34°38' S,
54°12' W), Dpto. de Rocha, y en Valentines, Dpt.Tdeinta y Tres (33°15" S, 55°06' W),
como parte de los estudios que se describen eap#uld 8. En los alrededores de La Paloma
y Laguna de Rocha se capturaron 139 ejemplaretsoaddé Hypsiboas pulchellugntre
agosto de 2011 y abril de 2014. Dos de estos epagpresentaron tumoraciones cutaneas
de coloracién oscura que fueron analizadas.

En Valentines se colectaron dos ejemplares aduaéoslelanophryniscus sanmartini
(Anura, Bufonidae), el 5 de julio de 2009, en pémsecuerpos de agua temporales. Ambos se
encontraban vocalizando en sitios utilizados pangproduccion. Uno de ellos presenté una
tumoracion dorsal estudiada en esta seccion. Lpscarenes fueron fotografiados y se
practicO6 un examen post-mortem para observar laepoia de lesiones internas, y se
realizaron cortes histologicos de las lesiones. grosedimientos se describen en el Capitulo
2. Especimenes adicionales colectados en los sdmsestudio fueron examinados

externamente, la lista se muestra en el Apéndice 2.

Resultados

Tumores de piel pigmentados ehlypsiboas pulchellus

La coloracion normal de la piel y tejido subcutameoHypsiboas pulchellugn la region
ventral es blanquecino o crema, a excepcion ded sacal en los machos adultos que
presenta una coloracién amarillenta. En dos ejaeplse detectaron zonas circunscriptas de
la piel ventral con una coloracién oscura atipicd%). Ambos estaban en apariencia sanos y
se colectaron mientras vocalizaban en un cuerpagde utilizado por la especie para la
reproduccién (ver figura 7.2 A del Capitulo 7). Weellos, macho adulto (MNHN 9508) de
34,6 mm LHC, presentaba un nddulo de color osceramroximadamente 1,5 mm de eje
mayor claramente visible en la region posteriotedgiel del abdomen. El otro individuo fue
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también un macho adulto (MNHN 9509) de 31,6 mm LidGe presentaba dos pequefias
manchas oscuras de aproximadamente 1 mm de eje sragbtejido subcutaneo del brazo y
region axilar izquierdos. A la necropsia no se olmen alteraciones patoldgicas

macroscopicas en érganos internos o metastasisgumo de los ejemplares.

Al corte histologico se observdé en ambos casos spidrataba de proliferaciones
neoplasicas de similares caracteristicas, pigmastadocalizadas en el tejido subcutaneo, con
una fina capsula formada por unas pocas capasulascaplanadas. En el caso del ejemplar
MNHN 9508 se observd por debajo de la capsula uma dapa de cordones celulares
dispuestos irregularmente, y el resto del tumoresmpondié a una gran masa de tejido
necrotico eosindfilo. Los cordones celulares estdioamados por células de nucleos bien
prominentes que ocupaban gran parte del citoplasraseosinofilas que en MNHN 9509. En
este ultimo ejemplar el tumor no presento tejiderdigco en su centro, y estuvo formado por
cordones celulares similares dispuestos irregulatenela caracteristica mas notable de
ambos tumores fue la presencia de abundante pigrosatiro entre los cordones celulares y
tejido necrotico, asimilable a un acumulo de ma&anio que sugiere se trataria en ambos
casos de melanoforomas pigmentados. Las célulaemsageneral fusiformes, hay células
multinucleadas y son notorias algunas proyecciaiteplasmaticas. Las figuras de mitosis
son raras. Imagenes macro y microscopicas dedesmés se muestran en la figura 10.1.

Tumor subcutaneo enMe&anophryniscus sanmartini

El ejemplar deVlelanophryniscus sanmartiMNHN 9510 macho adulto, 23,4 mm de LHC)
presentd una tumoracion en la regién lumbar, dexapadamente 3 mm de diametro, figura
10.2 A. La tumoracion se presento6 firme al tactal, gisecar la piel se observé una formacién
amarillenta, redondeada de aproximadamente 0,5 endiadnetro, con una muy fina capsula
laxamente adherida a la piel y tejido muscular aagbgte, figura 10.2 B. Al corte histologico
se observaron 3 zonas mas o menos diferenciadés:niayor parte del tumor consistio en
una region donde predominan células adiposas s$igedipocitos); 2) una zona donde los
adipocitos son mas pequefios y aplanados, alterr@mdoélulas de tipo fibroso, en la union
con la dermis; 3) una region fibrosa libre de adifps, donde posiblemente se originé el
tumor; ver figura 10.2 C. Los adipocitos de la zdnaresentaron el nucleo excéntrico, y
estaban dispuestos sin una organizacién definmtageidente vascularizacion, figura 10.2 D.

No se observo invasion de tejido lipomatoso en éamis 0 en los musculos dorsales
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subyacentes. Las caracteristicas macro y microsa®plel tumor hallado en el ejemplar
MNHN 9510 corresponden a la de un lipoma.

FIGURA 10.1. Melanoforomas emlypsiboas pulchellusB-F, cortes histoldgicos con tincion
H&E. A, ejemplar MNHN 9509, presenta dos tumores pigntirstaen axila y brazo (flechas).
Barra = 1 mmB, vista panoramica del tumor del brazo. Barra = 260C, mismo tumor con
mayor magnificacion. Barra = 100 pum, ejemplar MNHN 9508 en vista ventral, la flecha
sefala un tumor pigmentado en la parte posterioalsdomen. Barra = 10 mri, tumor del
mismo ejemplar en vista panoramica. Barra = 500 fymaista con mayor magnificacion. Barra
=500 pum.
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FIGURA 10.2. Lipoma subcutaneo eklelanophryniscus sanmartitfNHN 951Q A, vista
dorsal del ejemplar en vida bajo anestesia, seciapumma tumoracion dorsal en zona lumbar
(flecha). Barra = 5 mnB, diseccién de la tumoracion con exposicion derigp (flecha). Barra

= 2 mm.C, corte histol6gico transversal del tumor con p@yacente (zonas 1, 2 y 3, ver texto).
Barra = 500 umD, vista a mayor aumento de adipocitos, junto cososasanguineos e
iridoforos. Barra = 50 um. Abreviaturas: a, adipas;i d, dermis; e, epidermis; |, lipoma.
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Discusion

Melanoforomas enHypsiboas pulchellus

Los melanoforomas espontdneos no son comunes #noanfy se han registrado en unas
pocas especies, los urodelsibystoma mexicanu(&rontovsky 1916, en Schlumberger &
Lucké 1948; Sheremetieva-Brunst & Brunst 1948, ahl®nberger & Lucké 1948;
Sheremetieva 1965; Khudoley & Eliseiv 19789mbystoma tigrinunRose & Harshbarger
1977), Calotriton arnoldi (Martinez-Silvestreet al. 2011) y Triturus cristatus(Leone &
Zavanella 1969; Green & Harshbarger 2001), y lag@siTrachycephalus typhoniy§&reen

& Harshbarger 2001Rana temporarigRostand 1958, en Balls & Clothier 1974Xgnopus
laevis(Elkan 1963). Generalmente este tipo de neoplasi@ncuentran en baja frecuencia en
la naturaleza salvo por dos casos descriptos dagobes deé. tigrinumy T. cristatusen los
gue los tumores se asociaron a contaminacion amb{gose & Harshbarger 1977; Green &
Harshbarger 2001).

En sus etapas iniciales los melanoforomas puedafurndirse con la hiperplasia de
melandforos secundaria a dermatitis que se presmmt® manchas cutaneas de tipo no
nodular (Stacy & Parker 2004), condicion que pugdsentarse en granulomas infecciosos
(Miller et al. 2009). Estas condiciones no neoplasicas se mdaifi@mo manchas oscuras
en la piel que pueden apreciarse como se muesteafigiira 10.3; dicho caso corresponde a
un ejemplar silvestre de la Rana toro norteameaidaithobates catesbeianysen el que la
mancha oscura consiste en un acumulo de melanilzacapa méas superficial de la dermis.

Los melanoforomas en anfibios pueden ser solitasiaaulticéntricos, con cantidades
variables de pigmentacion, ser no palpables o aoelsil y pueden regresar o bien
comportarse como tumores cancerosos muy maligngscea de producir mdltiples
metéstasis a distancia (Reichenbach-Klinke & Eka85; Leone & Zavanella 1969; Stacy &
Parker 2004). Green y Harshbarger (2001) realizenravision de la literatura y de nuevos
casos registrados en Blegistry of Tumors in Lower Anima({®TLA, Virginia, USA).
Encuentran que en anfibios los melanoforomas pukxatizarse en distintas regiones de la
piel y los clasifican en dos tipos, benignos (démas, fibromatosos) y malignos
(epitelioides, malignos). Los tumores aqui desesgiarecen corresponder al tipo dendritico
benigno ya que son pequefios, oscuros, protruyess@sente sobre la superficie de la

epidermis, tienen una fina capsula y algunas cgluesentan proyecciones citoplasmaticas.
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FIGURA 10.3. Hiperpigmentacion andmala no neoplasica en ummgr subadulto de Rana
toro norteamericanalLithobates catesbeianysAcegud, Dpto. de Cerro Largo, Uruguay
(25/VvI2012). A, vista ventral del ejemplar, se observa una zagamentada en la region
pectoral izquierdaB, corte histolégico de la zona indicada &naparece una delgada capa
pigmentada bajo la epidermis, la flecha indicaimité de la misma, tincion H&EC, zona
pigmentada a mayor aumento (flecha negra), tin¢i&E. En la epidermis se observan
esporangios vacios dgatrachochytrium dendrobatidiéflechas blancas). Barras = 100 um.
Abreviaturas: d, dermis; e, epidermis; gg, glandumnular, gm, glandula mucosa; m, musculo.

Las posibles causas indicadas para los melanofer@maanfibios son variadas. En el
caso deAmbystoma tigrinuntas altas frecuencias de melanoforomas espontaisssvada
en una poblacién en Texas (hasta 53%) se asoauaign, pudiendo los tumores regresar
cuando los animales eran transferidos a un ambi@ate saludable (Rose & Harshbarger
1977). Observaciones similares se realizaronTeturus cristatus(Green & Harshbarger
2001). Por otra parte en una colonia en cautivéeif. mexicanunen Alemania se observo
una aparente predisposicion genética a la formagemstos tumores, pero ésta se perdio
durante la segunda guerra mundial (SheremetievasBr& Brunst,fide Schlumberger &
Lucké1948; Green & Harshbarger 2001). Por ultimo, eram&floromas dXenopus laevise
han encontrado particulas virales dentro de lagattumorales aunque no se pudo establecer

que sean la causa de los tumores (Oinatrad. 1984; Asashimat al. 1989). En esta especie
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la incidencia de melanoforomas espontaneos re@opadAsashimat al. (1989) fue 1:5000,
mucho mas baja que la observadadgpsiboas pulchellugl:139)

En los casos de melanoforomas Kypsiboas pulchellugsqui descriptos no se pudo
investigar la presencia de particulas virales entlomores o la evolucion de los mismos
debido a las pocas muestras disponibles. Otra slgpdaibles causas de la aparicién de
melanomas en humanos es la exposicion a radiadidfCbanget al.2009). Sin embargo, en
H. pulchelluslos tumores se encontraron en zonas ventrales muzestas directamente a la
radiacion solar y ademas esta espdmae habitos predominantemente nocturnos. Seria
deseable evaluar en futuros estudios la posibleentia de otros factores ambientales como
la temperatura, ya que ambos ejemplares afectaglosolectaron en primavera (9 de
noviembre de 2013) en una muestra de 32 indivige@s%). Se ha observado por ejemplo
que enTriturus cristatusel crecimiento de los melanoforomas depende derngératura

ambiente (Zavanella 1985).

Lipoma en Melanophryniscus sanmartini

Los lipomas tipicos son tumores mesenquimalesjidi@seblandos de crecimiento lento, y las
neoplasias de tejidos blandos mas comunes en direposualmente con un comportamiento
benigno (Mentzel & Fletcher 1995). En animalesestves su hallazgo es raro (Schlumberger
& Lucké 1948; Effronet al. 1977; Garneret al. 2004). En anfibios solamente existe
informacion en la literatura sobre dos casos denigs, Reichenbach-Klinke y Elkan (1965)
reportan un tumor lipomatoso &ufo bufo(Bufonidae) que ocupaba el diverticulo urinario
derecho. El otro caso es el descripto por Ball§2)19Quien encuentra un lipoma subcutaneo
de unos 2 cm en el dorso de un ejemplar hembrdoadalXenopus laeviproveniente de
Ciudad del Cabo. El tumor se localizaba en el d¢ejgibcutaneo, estaba, pobremente
vascularizado y unido al cuerpo graso derechoveédrde los musculos lumbares. El lipoma
hallado enMelanophryniscus sanmartiniene la estructura de un tumor benigno. Su
localizacion y tamafio al momento de su estudiobpersiente no causaran mayores perjuicios

al ejemplar.
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Capitulo 11

Trombidiasis

Resumen

En esta seccion se presenta el hallazgo de paiastor larvas de acaros (Trombiculidae,
Acarina) en anfibios nativos. La parasitosis seeolis en los anuros hilidoypsiboas
pulchellus, Scinax squalirostrig el leptodactilido_eptodactylus latransLas larvas, de un
color naranja vivo, se encontraron enquistadasaetietmis, con preferencia por regiones
ventrales de abdomen y miembros posteriores. Bslezgos son los primeros en anfibios de
Uruguay, Yy las caracteristicas de la parasitosisirafar a lo reportado previamente para

anfibios.
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Introduccioén

Varios grupos de artrépodos parasitos pueden eracsaten la piel en vertebrados terrestres,
entre ellos los acaros (Arachnida, Acarina). Laapiémsis cutanea por acaros o acariasis se
debe principalmente a las garrapatas (Ixodidae)osyy domunmente llamados “bichos
colorados” (Trombiculidae). Estos ultimos son ddlazgo relativamente comdn como
parasitos de anfibios (Duellman & Trueb 1986). Nuosas especies hospedadoras han sido
reportadas en este grupo de vertebrados en el nunewdo, tanto en Norteamérica como
Sudamérica (Ewing 1931; Jurgal.2001; Hatanet al.2007; Torrencet al. 2007; Westfall

et al. 2008; Attademet al. 2012). Las formas inmaduras o larvas usualmentetpn la piel

de los anfibios, donde se desarrollan y madurardaftdy1950; Mendezt al. 2010). Las
regiones dorsales son mas afectadas que las wsniraén reaccion a la presencia de los
parasitos el hospedador produce una delgada céjiswisa (Duszynski & Jones 1973). Las
larvas parasitas en intimo contacto con las capdamulas de la piel de sus hospedadores se
alimentan de linfa y las ninfas y adultos son sfijo) de vida libre (Ewing 1926; Shatrov
2000). En Uruguay la acariasis ha sido observadhvensos grupos de vertebrados terrestres,
excepto los anfibios (Castro & Trenchi 1955; Veretadl. 2003). En esta seccion se reportan
los primeros casos de acariasis por larvas de Tiouhdae en especies de anfibios nativas de
Uruguay.

Materiales y Métodos

Los ejemplares de anfibios estudiados, acronimoprocedimientos de laboratorio se

corresponden con lo detallado en capitulos aneior
Resultados

Durante los muestreos de campo realizados en stsidi@ la parasitosis por larvas de acaros
trombiculidos se detecté en ejemplares adultos idibias anuros correspondientes a las
especies de hilidoslypsiboas pulchellus, Scinax squalirostgisScinax granulatusy el
leptodactilidoLeptodactylus latrand.os nodulos parasitarios debido a las larvas stapgas

bajo la piel se observaron en todos los ejemplkmemonas ventrales de miembros y abdomen,
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figura 11.1 A-C. Esta parasitosis fue facilmententificable ya que las larvas presentan un
color naranja vivo, figura 11.2 A, B. En ejemplafgados éstas adquieren un color crema,

similar al de lesiones causadas por agentes iofgus,| figura 11.1 B.

FIGURA 11.1. Trombidiasis enHypsiboas pulchellusy Leptodactylus latransA, Hypsiboas
pulchellus,ejemplar adulto MNHN 9525, Laguna de Rocha, DgeRocha, Uruguay (17/VII11/2013),
in vivo. Presenta varios nédulos parasitarios en piel aede miembros y abdomeB, Hypsiboas
pulchellus, ejemplar adulto MNHN 4526, S&o Gabriel, estado Rle Grande do Sul, Brasil
(10/1/1962), fijado. Se observan multiples nédypaesasitarios color crem&, Leptodactyludatrans,
ejemplar adulto MNHN 9526, La Paloma, Dpto. de Ro¢®/11/2014); presenta numerosos quistes
parasitarios en parche pélvico y miembros postsidd, Hypsiboas pulchellusejemplaradulto
MNHN 9527 quiste a mayor aumento, Laguna de Rocha (5/11/2@akya = 1 mm.
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Al corte histoldgico las larvas de acaros se pitaseimcluidas en una capsula, con varias
capas de células aplanadas que presentan el asfgecho epitelio queratinizado, con una

compactacion de la dermis y fibroblastos perifé&jdmura 11.2 C, D.

FIGURA 11.2. Trombidiasis erScinax squalirostris, Scinax granulatedHypsiboas pulchellusA,
Scinax squalirostriMNHN 9528, La Paloma, Dpto. de Rocha (2/VI11/201i8)yvivo. Se observa una
larva de acaro enquistada en la piel ventral deniembro posterior, con aparente neoformacion de
vasos alrededor del quiste. Barra = 0,5 Bmimagen de la misma larva ée Barra = 100 umC,
Scinax granulatu$INHN 9529, Bafiado de los Oliveras, Dpto. de Treintares (22/1/2006), corte
histoloégico de quiste parasitario en piel abdomitiacion H&E. Barra = 200 umD, Hypsiboas
pulchellusMNHN 9525, Laguna de Rocha, Dpto. de Rocha (17/201.3), corte histolégico de quiste
parasitario en piel abdominal, tincion H&E. Barr2G0 pum.
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Discusion

En la region el parasitismo por acaros trombic@ido anfibios fue previamente reportado en
Leptodactylus chaquensisL. latrans de Argentina (Attademet al. 2012). Si bien estos
parasitos son ubicuos, los reportes en anfibiogroy@oales son muy escasos y las especies
los involucrados han sido asignados al gemtannemaniaWholtmannet al. 2006; Hatano

et al. 2007; Attademcet al. 2012). En los anfibios aqui estudiadas la distidou de las
lesiones presentd un patron similar, y los hallazgwcroscopicos e histolégicos fueron
también semejantes. Si bien la muestra es pequef@ro de los cinco ejemplares de
Hypsiboas pulchelluparasitados fueron colectados en el verano, lo pualde estar
relacionado con cambios en el comportamiento dgbédador que facilita la ocurrencia de la
parasitosisHypsiboas pulchellupresenta poca actividad durahbs meses mas calidos lo
cual podria facilitar el encuentro con los par&sila incidencia de la parasitosis puede ser
mayor en ambientes modificados por el hombre, pam@o zonas de cultivos, como se
observé pard. chaquensien Argentina (Attademet al. 2012).

La patologia de las lesiones observadas es coirieideon lo descripto para otras
especies de anfibios, en los que las larvas aparnguistadas bajo la piel (Mendetzal.
2010; Sladkyet al. 2000). Una excepcion es el reporte de Torregtcal. (2007) quienes
encuentran larvas de Trombiculiddgaginemaniasp.) sobre la superficie de la piel, sin la
formacion de quistes, asi como tampoco cambiosquatos en la dermis.

En nuestro pais, mas estudios son necesarios pa@cer la incidencia de esta
parasitosis en especies con requerimientos ecokgtiferentes, y la influencia de

modificaciones ambientales en la relacion hospedpaliasito.
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CONSIDERACIONES FINALES Y
PERSPECTIVAS

Quitridiomicosis

Durante el transcurso de este estudio el conoctmidisponible sobrd3d ha aumentado
notablemente, asi como también ha cambiado lanvid&la comunidad cientifica sobre la
quitridiomicosis (ver Collins & Crump 2009). Estatfgeno esta presente en la gran mayoria
de las especies de anfibios estudiadas al resgatdistribucion global y ubicua le confiere
particular importancia a los estudios tendientesraprender mejor los factores ambientales
que determinan la presentacion de epidemias. Lafidage de conservacion tendientes a
mitigar de la pérdida de biodiversidad de los aofibdebida a quitridiomicosis deberan
basarse en este tipo de informacion.

El rol de las epidemias de quitridiomicosis en éalshacion de anfibios a escala global
ha sido en muchos casos sobrevalorado, lo cuaitamea reevaluacion. Heaed al. (2011)

seflalan que para 421 especies de anfibios indicaas aparentemente amenazadas por la
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quitridiomicosis en la Lista Roja de especies digpede la UICN, solamente se cuenta con
alguna evidencia cientifica al respecto en el 38eos casos. La correcta valoracion de los
efectos de microorganismos patdégenos en declinegipnblacionales de anfibios requerira
en el futuro de un abordaje multidisciplinario darparticipacion de patélogos veterinarios,
bidlogos, epidemidlogos y microbidlogos (Duffus Q0

Al momento de desarrollarse este trabajo la preseteBd no parece ser un factor de
amenaza relevante para estas y otras especieasdiim este estudio se observé una alta
prevalencia de infeccién p&d en especies de anfibios nativas junto a una mayersidad
de haplotipos de este patdégeno, en ausencia dedegsde mortalidad masiva. Esto podria
explicarse por una dinamica de infeccidon corresoted a un patdégeno endémico, en
equilibrio con sus hospedadores, como han propuestentemente Rodriguest al. (2014)
para anfibios de la Mata atlantica. La evidenciaiagportada no permite descartar la
introduccién de cepas exéticas did por Lithobates catesbeianuy otras especies
introducidas, pero esta potencial amenaza halitamisterior a fenomenos de declinacion
poblacional ocurridos a partir de los afios 1970d€Kcet al. 2009; este estudio). La falta de
diagndsticos positivos en el estudio retrospectivore especies nativas tampoco descarta la
ocurrencia de declinaciones poblacionales debidegidemias en los afios 1960s y 1970s.
Estas podrian haber causado una retraccion y frageién del rango de distribucion de
Physalaemus henseli Pleurodema bibroniy la eventual extincion local déeratophrys
ornatay Physalaemus fernandezgae no se han vuelto a colectar en el pais respetite
desde 1982 y 1962 (Barrio 1964; Garcia 1972; Man&ytangone 2001)

Enfermedad por Ichthyosporea en anfibios neotropicias

Los nuevos diagnosticos de infeccion por parasioks Ordenes Dermocystida y Eccrinida
en este estudio sugirieren que tanto la dermomstg] y eventualmente también la
ictiofonosis de los anfibios, se encontrarian aampénte distribuidas en Sudamérica. Otras
implicancias relevantes de estos diagndsticos sardescubrimiento d®ermosporidium
hylarum y su inclusibn como especie valida &ftinosporidium,limitando el rango de
hospedadores de. seeberia especies homeotermas. A diferencia de estudesogr los
resultados del andlisis filogenético sugieren guamenos para los parasitos de anfibios, la

distribucion geografica y el hospedador tienenimmitddo valor taxonémico.
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Perspectivas

Quitridiomicosis. El uso de técnicas moleculares desarrolladas tecwmte para la
deteccidon deBd en ejemplares de colecciones viejos y eventualmexpeestos a fijadores
con formaldehido (Richards-Hrdlicka 2012), contiifaua obtener una mayor sensibilidad en
estudios retrospectivos como el aqui presentado. ®a parte seria deseable la
caracterizacion multilocus de las cepasBikpara realizar comparaciones con estudios en
otros biomas de la region (ej. Rodrigwzl. 2014), y comprender mejor la historia evolutiva
del patégeno en el continente.

Faltan ademas estudios sobre susceptibilidad @éedidin porBd en especies nativas,
factores ambientales que inciden en la prevalemtensidad de infeccion y eventualmente el
riesgo de presentacion de la quitridiomicosis I(ejagcoreet al. 2007). El estudio de esta
enfermedad en zonas costeras ofrece un rico carmapo ipvestigar los posibles efectos
sinérgicos negativos de la destruccion de habdatbios climaticos y patégenos sobre

poblaciones en delicado estado de conservacion.

Rinosporidiosis. ElI descubrimiento de la infeccion pdRhinosporidium rwandaeen
Hypsiboas pulchellusabre un potencial campo para el estudio de la patagde este
microorganismo. Los efectos deletéreos que cauwsaddrmocistidios parasitos de anfibios
han sido escasamente estudiados tanto a niveidndivcomo poblacional, al igual que los
factores que determinan la especificidad de hosimedga la virulencia (ver Federi@t al.
2015).

Ictiofonosis. El primer diagndstico de ictiofonosis en anfibiasra de Norteamérica aportado
en este trabajo incluye muy poca informacion asiaci&l origen y relaciones taxonémicas de
los microorganismos involucradosclfthyophonussp.), asi como su posible impacto en

anfibios nativos precisa de mas estudios.

Enfermedades parasitarias El estudio de enfermedades parasitarias y su taopoa para la
conservacion de distintas especies de anfibiososapuede adquirir importancia en zonas
con uso intensivo de la tierra. En Uruguay el aumete la poblacion humana en areas
costeras va asociado a una mayor densidad de laokped definitivos d&pirometracomo

el perro, lo cual podria aumentar la incidenciaedparganosis en los anfibios. Existen
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ejemplos de enfermedades parasitarias transmitidagarnivoros domeésticos introducidos
que han causado fuerte impacto en poblacionessigde vertebrados locales, por ejemplo
sarna sarcoptica y toxoplasmosis (Dickman 1996yr8tteet al. 1999). En el caso de la
trombidiasis larvaria la sustitucion del tapiz viey@atural por cultivos agricolas como arroz

y soja ampliamente extendidos en el pais puede rdamen forma importante la carga
parasitaria en anfibios (Attadenst al. 2012). También son escasos los estudios sobre la

relacion hospedador-parasito durante la fase lpassitaria.

NeoplasiasLos melanoforomas encontradoskypsiboas pulchelluson un interesante caso
de estudio dado la rareza de su hallazgo en asfithopoca informacion disponible sobre

estos tumores, y la posible etiologia viral pladéepor algunos autores (Oinuiaal. 1984).

Hypsiboas pulchellus como modelo Este anfibio tiene un gran potencial de utilizaaémo
modelo de estudio de enfermedades infecciosassifzaras y neoplasicas, y sobre los efectos
de multiples patogenos (ej. Romansical. 2011). Se trata de una especie conspicua que
puede encontrarse en distintas épocas del afio yngn diversos ambientes, incluso
antropizados, y sus larvas presentan un desarpstongado en condiciones naturales
(Gallardo 1961). Al igual que en el caso de losltaduson hospedadores tanto de parasitos
eucariotas unicelulares como macroparasitos. Untass$ de los diagndsticos realizados en

este estudio sobre ésta y otras especies de anfibibruguay se muestra en el Apéndice 8.

Estado de conservacion de anfibios nativod.os datos sobre retraccion del rango de
distribucion dePhysalaemus henseliiPleurodema bibronen Uruguay proveen una linea de
base para el monitoreo y estudio a largo plazo lgetuaciones poblacionales en estas
especies. Especial atencién merecen poblacioneanmrtes en habitats fragmentados de
zonas costeras, mas vulnerables a los efectos tdeasticidad ambiental y demogréfica
(Caughley 1994).
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Apéndice 1 Enfermedades infecciosas, parasitarias y neoptadizta piel en anfibios postmetamorficos.

Enfermedad/Agentes Presentacion Elementos didgosst Fuente (énfasis en anfibios neotropicales)
“Red-leg” (Aeromonas hydrophilg otras Hemorragias. Glceras Enroiecimiento de la pigiMerson & Norris (1905); Dusi (1949); Reichenbadimke & Elkan
bacterias) gias, ) pe(‘ 965); Green (2001); Taylat al.(2001); Hill et al.(2010)
Cromomicosis (= cromoblastomicosis; Dermatitis nodular de tipo Carini (1910); Dhaliwal & Griffiths (1963); Dei-Ca& Mafié-Garzon
) _ \ ’ . P Esporas “grano de café”(1971); Velasquez & Restrepo (1974); Speare (1Bheet al.(1992);
Cladosporium, Fonsecaea, Phialophora, granulomatoso, eritema, manchas’, » . ) . . Ay
Scolecosbasidium, Wangidila oscuras. enfermedad diseminada®  CU€POS de Medlar Miller et al. (1992); Taylor (2001); Jouppeet al. (2002); Kim et al.
' 9 ' (2008); de Brito-Gitirana & Silva-Soares (2012)
Zygomicosis o Mucormicosis No6dulos color crema>1 mm, Esférulas (5-37 um) Speareet al.(1994); Bergeket al. (1997); Spearet al.(1997); Creepeet
(Mucor amphibiorum, Rhizopus Ulceras, enfermedad diseminada H al. (1998); Tayloret al.(1999b)
Saprolegmasmﬁ(chyla, Aphanomyces, Dermat.|t1|s, tumefacciones YMoho blanquecino Taylor (2001): Kigt al.(2008)
Leptolegnia, Saprolegnja ulceracién
Entomoftoromicosis Dermatitis ulcerativa, palidez de~. . . . Groff et al. (1991); Tayloret al. (1999a); Tayloret al. (1999c); Taylor
- . Conidias y esférulas
(Basidiobolus ranarum la piel (2001)
Quitridiomicosis Batrachochytriun pahdez,_ . Ulceras, . h|perem|a,Esporan_g|os en la Bergeret al.(1999); Rachowicz & Vredenburg (2004)
oscurecimiento, erosiones epidermis

Tumoraciones (urostilo enEsporangios con dobleGoodchild (1953); Herman (1984); Mikaeliah al. (2000); Greeret al.
Ictiofonosis (chthyophonups metamorfos), Ulceras, enfermedagared, en distinto estado(2002); Raffelet al. (2006); Shermaret al. (2009); Borteiroet al.
diseminada de actividad (2015b)

Nodulos que ulceran, enPérez (1913); Guyénot & Naville (1922); Poisson3@9 Carini (1940);
correspondencia conJay & Pohley (1981); Pascolirét al. (2003); Raffelet al. (2008);
esporangios en la dermisGonzalez-Hernandezt al. (2010); Borteiroet al. (2014); Federicet al.
repletos de endosporas (2015); Scheickt al. (2015)

Dermocistidiosis Dermocystidium,
Dermomycoides, Amphibiothecum, Tumoraciones, Ulceras
Rhinosporidium

Reichenbach-Klinke & Elkan (1965); Shivelgt al. (1981); Green
(2001); Tayloret al.(2001); Michicao & Laplaca (1954, en Wade 1954);
Hill et al.(2010)

Dermatitis granulomatosa,Bacilos acido-alcohol

Micobacteriosistdycobacteriur enfermedad diseminada resistentes

Ndodulos cutaneos de color rojoPresencia de larvas de

Acariasis (Acarina, Trombiculidae) . . .
naranja acaros en las lesiones

Sladkyet al. (2000); Mendeet al. (2010); Attademet al. (2012)

Crump & Pounds (1985); Hagmahnal. (2005); Eizembergt al. (2008);

Miasis (Diptera, Sarcophagidae) Heridas profundas Eggﬁgga de larvas en Ia?\/Iedinaet al. (2009); de Mello-Patiu & de Luna-Dias (2010); Tees &
Towsend (2010); de Souza-Pirgbal. (2015)
EsparganosisSpirometra,Eucestoda) Nédulos y tumoraciones Larsparganum Gomez-Puertat al. (2010); Bezerrat al. (2012); Borteircet al.(2015a)
. . Eritema, Ulceras, enfermedadnclusiones .
Enfermedad por IridoviruR@anaviru$ diseminada citoplasmaticas Grayet al.(2009); Genget al. (2011)

Neoplasias (adenomas, carcinomas, lipom
melanoforomas, otros)

Lesiones histologicas Schlumberger & Lucké (1948); Balls (1962); Elkaro§8); Green &

aﬁapulas y nodulos dérmicos caracteristicas Harshbarger (2001); Berget al.(2004); Stacy & Parker (2004)
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Apéndice 2 Especimenes de anfibios estudiados (material @eaiohes).

Acronimos de colecciones:

CENAI: Centro Nacional de lologia, Buenos Aires, Argeatiactualmente incorporada a la colec&tCN,
Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardimea&avia’, Buenos Aires, Argentin&FBH: Coleccion
Célio F. B. Haddad, Departamento de Zoologia, Unsidade Estadual Paulista - UNESP, Campus de RimCl
S&o Paulo, BrasilMCN: Museu de Ciéncias Naturais da Fundag¢éo Zoobet&iucRio Grande do Sul, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, BrasMCT: Museu de Ciéncias e Tecnologia, Setor HerpetaloBontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, Poregre; UFRGS: Colecdo Herpetologica, Departamento de
Zoologia, Universidade Federal do Rio Grande dg Bokto Alegre;MNHN: Museo Nacional de Historia
Natural, Montevideo, UruguayZVCB: Coleccidon de Batracios, Departamento de Zooldgidebrados,
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republtatevideo.

Lista de especimenes:

Ceratophrys ornata—URUGUAY. Departamento de MontevideBarra de Santa Lucia, CENAI 4478181
(23/X1/1970).

Dendropsophus sanborni.—BRASIL. Estado de S&o Pauleloresta Estadual Edmundo de Navarro de Andrade,
Municipio Rio Claro, CFBH 39088 (4/X1/2014), Tietélrededores, carretera a Capivari, Municipio detéTi
CFBH 3919639198 (30/X/2014).

Dendropsophus nanus—BRASIL. Estado de Sdo PaulSitio Cantaclaro, Distrito de Itapé, Municipio R@®
Claro, CFBH 39125, 39126 (3/X1/2014).

Elachistocleis cesarii.—BRASIL. Estado de S&o PaulSitio Cantaclaro, Distrito de Itapé, Municipio Bé
Claro, CFBH 39127 (3/X1/2014).

Hypsiboas albopunctatus—BRASIL. Estado de Sdo PaulBitio Cantaclaro, Distrito de Itapé, Municipio R
Claro, CFBH 3911339115, 39123 (3/XI/2014); Tieté, alrededores, ¢areea Capivari, Municipio de Tieté,
CFBH 39190, 39191 (30/X/2014).

Hypsiboas faber.—BRASIL. Estado de Sdo Paulbieté, alrededores, carretera a Capivari, Muiociie Tieté,
CFBH 39135, 39136 (31/X/2014).

Hypsiboas lundii.—BRASIL. Estado de S&o Paulblata de Universidade Federal de S&o Carlos, Npibide
Séo Carlos, CFBH 39090, 39091 (1/X1/2014).

Hypsiboas pulchelus—ARGENTINA. Provincia de Buenos Aires Berisso, MNHN 67776780
(22/X1/1982).—BRASIL. Estado de Rio Grande do ,Ssfio Gabriel, Rio Santa Maria, MNHN 1316, 1317,
45224534 (10/1/1962). —URUGUAY. Departamento de Racha Paloma, camino a Laguna de Rocha,
MNHN 9506 (17/1vV/2013), MNHN 9478 (11/VIIl/2011),583, 9507 (17/V111/2013), 9508, 9509 (9/X1/2013);
Laguna de Castillos, MNHN 7489, 773&40 (1518/VIII/2008), Laguna de Rocha, MNHN 9525 (17/VIIl/
2013), MNHN 9527 (5/11/2014). Departamento de SasélJPaso Mauricio, préximo al Arroyo Mauricio,
MNHN 9505 (2/X1/2007). Departamento de Treinta 3 Valentines, MNHN 9477 (5/1X/ 2009).

Leptodactylus fuscus—BRASIL. Estado de Sao PaulBarque Ecologico, Universidade Federal de Sam€ar
Municipio de Séo Carlos, CFBH 39092 (1/X1/2014}jdSCantaclaro, Distrito de Itapé, Municipio de Ritaro,
CFBH 39112, 39124 (3/X1/2014); Tieté, alrededormmretera a Capivari, Municipio de Tieté, CFBH 3918
(30/X/2014).

Leptodactylus latrans. —URUGUAY. Departamento de RocHaa Paloma, camino a Laguna de Rocha, MNHN
9526 (5/11/2014).

Melanophryniscus montevidensis—URUGUAY. Departamento de Roch&uta 10 km 227, MNHN 9522
(5/111/2008).

Melanophryniscus sanmartini—URUGUAY. Departamento de Treinta y Tre¥alentines, MNHN 9510
(5/VI1/2009).

Ololygon berthae—BRASIL. Estado de Sao Paul®arque Ecolégico, Universidade Federal de Sadws&ar
Municipio de Séo Carlos, CFBH 390%®100, 39128 (1/X1/2014).

Itapotihyla langsdorfii—BRASIL. Estado de S&8o PaulBloresta Estadual Edmundo de Navarro de Andrade,
Municipio de Rio Claro, CFBH 39087, 390&9072, 39085, 39086 (4/X1/2014).

Physalaemus centralis—BRASIL. Estado de S&8o Paul&stado de S&o PaulBloresta Estadual Edmundo de
Navarro de Andrade, Municipio de Rio Claro, CFBH82 (4/X1/2014).

Physalaemus cuvieri—BRASIL. Estado de Sao Paul@ieté, alrededores, carretera a Capivari, Muiocte
Tieté, CFBH 39188 (30/X/2014), 39134 (31/X/2014).
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Physalaemus fernandezae—URUGUAY. Departamento de Canelonésroyo Solis, Camino Pando Punta del
Este, CENAI 156/1 (VI11/1960). Departamento de iar Estancia San Lorenzo, Cerro Colorado, MNHN 1164
(25/VI111/1962). Departamento de MontevideBarra del Rio Santa Lucia, Santiago Vazquez, CENR (n =
39, 1X/1962), 3261 (111/1969); Santiago Vazquez, MN 1165 (10/1X/1962).

Physalaemus henselii.—ARGENTINA. Provincia de Entre Rio§&ualeguaychd, CENAI 140 (13/VII/1963).—
BRASIL. Estado de Rio Grande do S8in localidad, UFRGS 694 (s/fecha); Agronomiait®&legre, MCN
736, 738, 741, 742, 74446, 749, 750, 752, 753, 755, 760, 7B@5, 768 (1955); Arroio dos Ratos, MCN
9980-9987 (1976); Bagé, MCN 9227 (1975); Barra do RipeMCN 10971 (1976); Cachoeira do Sul, MCN
2131 (1962); Cachoeirinha, MCN 3665, 3666 (19663cd&pava do Sul, MCN 9431 (1975), MCT 9885
(4/1/2007); Campo de transmissores do MinistérioAgaonautica, Canoas, MCN 144M46 (1958); Canela,
MCN 26 (1975); Caxias do Sul, MCN 7616 (1974); @lval Preta, Montenegro, MCN 11504 (1977); Cidreira,
Tramandai, MCN 9519, 9520 (1975); Coldnia de Sabr&& orres, MCN 11024 (1976); Eldorado do Sul, MCT
2148, 2766, 2767 (29/V1/1996); Estacdo EcologicaTadm, UFRGS 700 (23/X/1980), 962, 963 (s/fecha);
Estacdo Experimental Agronémica da UFRGS, Eldodal&ul, UFRGS 2753 (9/X1/2007), 3163, 3165, 3166
(26/V1/2008), 33393346 (3-4/X1/2008), 3767 (17/IV/2009), 4849 (6/VI/2010); tAecia Guabiju, Santana do
Livramento, MCN 8761 (1975), 10795 (1976); EstargidRoberto, Quarai, MCN 2509, 2510 (1964); Fazenda
de Ari Velho, 34 km da cidade, Bom Jesus, MCN 988%/6); Fazenda Capéao da Freguesia, Sdo Jerénimo,
MCN 12886, 12985 (1982); Fazenda do Umbu, Cruz ,AMCN 8870 (1975); Fazenda Santa Catarina,
Bossoroca, MCN 5667 (1973); FINEP, Novo Hamburg&NM10358 (1979); Gravatai, MCN 4694 (1972),
6036 (1973); Guaiba, MCN 8321 (1975), 9973, 123B376); Guaiba Country Club, Guaiba, MCN 5544
(1973); lIha das Flores, Porto Alegre, MCN 96647@09 Emboabas, Os6rio, MCN 377, 378, 3884, 387, 389
(1955); Estrada Poa-Viamao, parada 44, Viamao, M@Bb (1956); Itaimbezinho, Cambara do Sul, MCN 287
(1955), 14441446 (1958), 2200 (1984), 2372, 2328383, 2387 (1962); Itauba, Arroio do Tigre, MCN 326
(1977); Jardim Botanico, Porto Alegre, MCN 7119749 Lagoa do Jacaré, Torres, MCN 10285 (1976)phag
Saloba, Santa Vitoria do Palmar, MCN 12098 (197160ha Imperial, Nova Petropolis, MCN 4410, 4617
(1971); 5553 (1973); Montenegro, MCN 11041, 113B27{); Morro da Policia, Porto Alegre, MCN 9862,
964, 967, 968, 97®75, 977980, 982986 (1956); Morro Sao Pedro, Porto Alegre, MCN 91956); Osério,
MNHN 836 (1955); Parque Estadual do Tainhas, Saadisco de Paula, MCN 13856 (2006); Passo do \dgari
Viamé&o, MCN 1561 (1959), 1821, 1822 (1960); PelokE€N 1837, 1838 (1961), 2117 (1963), 9260 (1975);
Ponta Grossa, Porto Alegre, MCN 774, 776 (1956i)tcPalegre, MCN 8289, 8290 (1975), MCT 149 (28 abri
1963), 161 (27 marzo 1965), 310 (1966); Praia dantila, Os6rio, MCN 9650 (1976); Praia Florida,atha,
MCN 297 (1955); Sao Francisco de Paula, MCN 1335T); Sdo Sepé, MCT 11360, 11361 (27/V1/2010),
UFRGS 2675, 2676 (22/X1/2006); Teresopolis, Portegle, MCN 58 (1956), 530, 532 (1955), 1611, 1613
(1961), 2151 (1962); Torres, MCN 2591 (1963), 320861), 85038508 (1974); Tramandai MCN 1302 (1957);
Triunfo, MCN 11053, 11538, 11539 (1977); Viaméo, MIC030, 1089, 1235 (1956), MCT 67, 13®0 (1967),
11638 (30/IV/2004), 11703, 117661710 (2/V111/2007)._Estado de Santa Catarihimtel Ravenac, Laguna,
MCN 11970 (1976).—URUGUAY._Departamento de Canetongeropuerto de Carrasco, MNHN 1514
(18/V11/1965), 6854 (3/1/1970); Arroyo La Tuna, CEBN3069 (VI1/1968), ZVCB 526 (27/V11/1968); Arroyo
Solis, Camino Pando-Punta del Este, CENAI 156/21/060); Bafiado Tigre Viejo, ZVCB 309 (24/1V/1965)
Bafiados de Atlantida, ZVCB 648 (23/X/1960); La TURBNHN 6811, 6812 (26/VI11/1968); Lagomar, MNHN
1142, ZVCB 633 (21/VI111/1960); ruta interbalneakian 65,5, ZVCB 1307 (24/VI11/1975); Salinas, MNHN 44
(30/1X/1960). Departamento de Cerro Lardaroyo de la Mina, 8 km SE de Acegua, ZVCB 20%8/(1/1970),
ZVCB 2414, 3438 (15/V/1970); Mazangano, ZVCB 1118/(1/1961); Sierra de Vaz, Rio Tacuari, 20 km $E d
Melo, MNHN 1227 (21/111/1963), 1526, 1527 (10/11863); Melo, CENAI 170 (n = 2, s/fecha); Rio Tacuari
MNHN 1147, 1532 (2622/111/1963). Departamento de Coloni@olonia del Sacramento, CENAI 166 (n = 2,
s/fecha); Santa Ana, Artilleros, MNHN 452 (6/I1/8)5Departamento de Durazn® km NW Estacion km 329,
ruta a Blanquillo, Rincén de Las Piedras, ZVCB 1386-29/1/1976); Arroyo del Estado, MNHN 6814
(VI11/1980); Paso de la Cruz, Arroyo del Cordobé¥CB 417 (1/1953), 2397 (80/1/1963)._Departamento de
Florida Arroyo Milano, ZVCB 173 (12/11/1970); Florida, Q&I 171 (s/fecha). Departamento de Lavalleja
Aguas Blancas, ZVCB 383 (X/1953), 505 (6/VII/196Ayequita, MNHN 460 (s/fecha); Arroyo de la China,
MNHN 1141 (9/111/1963); Cerro Verdun, ZVCB 1448 (3111/1975); Estacion Solis, MNHN 1146, ZVCB 635
(28/VI111/1960); Estancia Bella Vista, préximo a Zegn, MNHN 698 (X/1958). Departamento de Maldonado
Cerro Pan de Azucar, MNHN 1138 (11/VI/1961), 199B/K/1971), 2399 (25/VIII/1973), ZVCB 460
(IV/1954); Estancia las Flores, Pan de Azucar, ZVvO®B7 (VIII/1957), Laguna del Diario, ZVCB 3813
(10/1V/1941); Las Flores, ZVCB 1829, 1830 (23/V1981); Piriapolis, MNHN 480 (28/X/1955); Sierra de
Animas, MNHN 1668 (15/X/1966), ZVCB 191 (n = 2,/1953), 693 (30/VIII/1953), 1377 (18/IV/1953).
Departamento de Montevide®arra del Rio Santa Lucia, Santiago Vazquez, CENZ3 (1X/1962), 732
(30/1X/1962), 598618 (s/fecha), 3262 (I11/1969); Carrasco, MNHN 11@D/IX/1962), 2462 (20/X1/1962),
ZVCB 873 (XIl/1952); Pajas Blancas, ZVCB 1638 (200979). Departamento de Rio Negrérroyo
Salsipuedes grande, MNHN1606 (13/VI11/1966). Depadnto de RiveraEscuela de Agronomia, MNHN 1144
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(19/11/1962); Establecimiento El Palenque, ZVCB 408065, 7103 (9/1V/2001); Establecimiento RochdCB
6780-6782, 6786, 6787, 6852, 6866, 6905, 6911, 69832,72P03, 7214, 7222 (9/1V/2001), 7287, 7289, 7585
(7/1v/2001), 7944,7945, 8003 (13/Vv/2001), 8594 ¥I12001), 9029 (13/1/2002), 9907, 9908, 9916, 9924p?2
(10/11/2002); Establecimiento Trinidad, ZVCB 5028/I(1/2001), 5140, 5246, 5280, 5307, 5312, 5325263
5355, 5466, 5636, 5637, 5641, 5666, 5685, 5702I(2R01), 6629, 6632, 6637, 6638, 6644, 6658, GEEB3,
6713, 6715, 6736, 6760 (9/1V/2001), 7#3034, 7841, 7842, 7866, 7876, 7882, 7883 (13/V/p08180, 8081,
8089 (10/V1/2001), 8138 (8/VI1/2001), 8207 (11/V¥RDO1), 8311 (15/1X/2001), 8451, 8494 (13/X/208511,
8732 (11/X1/2001), 8925 (13/1/2002), 9347 (11/XltA), 9402, 9492, 9556 (9/11/2002); Establecimiento
Vazquez, ZVCB 5410, 5431, 5457, 5472, 5508, 558845556, 5585, 5586588, 5634, 5719, 5742, 5756,
5804, 5805, 5813, 5823, 5829, 5840, 5841, 58801 ,58%8, 5996, 6022 (23/111/2001), 6160, 6176, 6BROE,
6381, 6447, 6507, 6528526, 6674, 6827, 6978, 7157, 7247 (9/IV/2001), 379@3/V/2001), 8120
(10/V1/2001), 8296 (15/1X/2001), 8411, 8473, 84718/K/2001), 8527, 8546, 8590, 8591 (11/X1/2010)1@83
8851, 8898 (11/XI11/2001), 9040, 9044, 9058, 905833 (13/1/2002); Pueblo Madera, ruta 5 km 492, MNHN
9512 (18/V1/2006), ZVCB 111801183 (2/V/2003), 17128 (18/VI1/2006). Departamed® Rocha Aguas
Dulces, ZVCB 4020 (10/Vv/2000), Arroyo Valizas, ZVCBI38 (10/VII/1977); Barra de Valizas, ZVCB 15213
(3/V1/2007), 17129 (10/111/2007); 17131 (1/V/2007amino del Indio, ZVCB 1777 (9/V/1981); Ciudad de
Rocha, ZVCB 625 (12/VII/1960); La Coronilla, ZVvCB8474 (1/V1/2007), 19598 (30/V/2007); Parque
Andresito, La Paloma, ZVCB 2226 (16/1V/1973); Paddacional San Miguel, MNHN 1135 (28/VII/1964),
ZVCB 3341 (IX/1953); Puntas del Arroyo San CarlbByHN 415 (29/X/1956); Refugio de Fauna Laguna de
Castillos, MNHN 6841 (18/Vv/2000); ruta 10 km 248&/CB 17130 (10/111/2007). Departamento de San Jasé
km W de Playa Pascual, MNHN 6961 (22/VIII/1982)ki® W de Playa Pascual, MNHN 6813 (20/V1/1982);
Arazati, ZVCB 1265, 1267, 1269, 1270 (27/IV/197Byroyo Pereira, Rincén de Arazati, MNHN 1143
(21-25/Iv/1961), ZVCB 723 (2425/VII/1961); Arroyo Valdez, MNHN 1466 (27/V1/1965Delta del Tigre,
ZVCB 1277, 1279, 1280 (12/v/1975); Playa PascusCR 1287 (10/V/1975), 2430 (17/X/1970); Sierra de
Mahoma, ZVCB 486 (1V/1954). Departamento de SdftoEspinillar, ZVCB 2090 (24/1X/1982); Rio Arape¥

km SW de las Termas del Arapey, ZVCB 1528 (21/978&). Departamento de SoriantO km de Arroyo
Grande, MNHN 1140 (16/111/1962); Arroyo del PerdjdtO km de Arroyo Grande, ZVCB 761 (16/1V/1962);
Estancia Santa Rita a 7 km de Ombules de Lavall&;BZ\8437 (10/1V/1974); Puerto Aldao, ZVCB 687
(11/2953); Soriano, CENAI 167 (s/fecha). Departamoethe Tacuarembh& km aguas arriba de la desembocadura
del Rio Tacuarembd, MNHN 1139 (13/111/1961), ZVCB77(13-20/111/1961); Paso Estevez, Arroyo Quebrada
chico, MNHN 451 (20/11/1958). Departamento de Tteig Tres Ciudad de Treinta y Tres CENAI 169 (n = 2,
s/fecha); Santa Clara de Olimar, MNHN 877 (11/1960yCB 173 (12/11/1960), 450 (1/XI11/1957); Olimahico,

25 km SW de la ciudad de Treinta y Tres, MNHN 1186V/1963); Rio Olimar a 24 km del Rio Cebollati,
ZVCB 607 (14-27/11/1960).

Physlaemus nattereri.—BRASIL. Estado de Sao PaulBarque Ecolégico, Universidade Federal de Sam&ar
Municipio de Séo Carlos, CFBH 39095 (1/X1/2014).

Pleurodema bibroni.—BRASIL. Estado de Rio Grande do SBloca da Serra, Municipio de Sao Francisco de
Paula, MCN 54 (1/1955); Cazuza Ferreira, MunicigeoSao Francisco de Paula, MCN 5533, 5534, 553, 55
(24/111/2973); Farroupilha, MCN 5574; Fazenda de ¥elho, 34 km de la ciudad, Municipio de Bom Jesus
MCN 9847-9852 (2/X1/1976); Itaimbezinho, Municipile Cambara do Sul, MCN 2428-@X1/1962); Linha
Imperial, Municipio de Nova Petrépolis, MCN 74010£2I1/1973);Rio Tainhas, cercanias del Rio Cip4, MC
1333 (28/1/1957); Vacaria, MCN 6616-6622 {13/1/1974); Veraneio Hampel, Municipio de Sao Fisex de
Paula, MCN 55 (1/1955).—URUGUAYSIn localidad, ZVCB 3132. Departamento de ArtigAsroyo Tres
Cruces, ZVCB 1093. Departamento de CaneloAe®yo Tropa Vieja, CENAI 4951, 4954-4964 (14/87D);
Atlantida, ZVCB 185; Bafiados de Carrasco, ZVCB 18@jdad de Canelones, ZVCB 685; Jaureguiberry,
MNHN 9455 (20/V1/2011); Las Toscas, ZVCB 47, 48082, 11083; Salinas, MNHN 942 (30/1V/1961); Sauce,
MNHN 2102 (8/V1/1973). Departamento de Floridestancia San Lorenzo, Reboledo, MNHN 946 (1/15)96
Departamento de Lavallejdigua, MNHN 2499 (s/fecha); Arequita, ZVCB 563[9; Arroyo Minas Viejas,
Z\VCB 605; Arroyo Tapes de Godoy, MNHN 945 (9/1l1&3), ZVCB 11096; 15 Km SW Arroyo Tapes Godoy,
ZVCB 368, 919; Cafiada de los Troncos, ruta 8 Km, J8@ximo al Arroyo Marmaraja, ZVCB 1403; Cerro
Arequita, MNHN 441 (s/fecha); Estancia Bella Viskico Pérez, MNHN 601, 706 (11/X/1958); Estancia La
Salvaje, ruta 81, 13 km de la interseccién con 8utsiINHN 5522 (111/1986); Rio Cebollati, Barra des|Tapes,
Z\VCB 38; Tapes, ZVCB 803, 11080. Departamento dédbtaado Sin localidad, MNHN 309 (3 especimenes,
1939); Cerro San Antonio, Piriapolis, MNHN 359 (B/1957); Pan de Azlcar, MNHN 2063, 2103
(26/1X/1971); Punta del Este, interseccion de salle y 12, ZVCB 3159; Punta José Ignacio, ZVCB gi8itas
del Arroyo San Carlos, MNHN 478 (29/X/1956). Depanento de Montevidedafiados de Carrasco, ZVCB
184, 548, 11077, 11078; Barra de Santa Lucia, CE®iAhimero (30/1X/1969, lote de cientos de ejengsp
CENAI 3974 (1V/1970), 6250, 6252-6255, 6258, 626862, 6264, 6265, 62671 (16/VI/1972), 6339, 6373,
6379, 6382, 6408-6415, 6480-6485 (17/VII/1972), B@D66 (VI1/1972); Camino Carrasco, ZVCB 479
(VI/1953), 2025 (s/fecha), 11064-11073, 11079 (¥%3); Carrasco, MNHN 311 (18/X1/1956), 355 (1X/1956
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414 (7/X11/1957), CENAI 3491 (1X/1969); Carrascoarfue Nacional, ZVCB 380; Malvin, ZVCB 377, 684,
MNHN 435 (17/VI11/1958); Puente sobre el Arroyo Geto, MNHN 1575 (3/111/1966); Santiago Vazquez,
MNHN 6816 (19/1X/1969). Departamento de RocHzarra de Valizas, MNHN 6815 (2/1/1988), 7167
(3/VI1/2007, larvas), 7169, 7170 (6/V/2007), ZVCBOY) 16137; Cerro Verde, MNHN 7352 (22/V1/2008); La
Coronilla, MNHN 944 (11/1963); Laguna de las NugjavVINHN 9457, 9458 (20/XI11/2011); Laguna Garzén,
MNHN 329 (4/VI111/1956); La Paloma, MNHN 302 (8/XI¢66), 361 (1957), ZVCB 17127; La Pedrera, CENAI
4939-4941 (1614/11/1969), 8054, 8055 (l111/1968); Refugio de Fauhaguna de Castillos, MNHN 7353
(18/111/2008); Rocha: MNHN 486 (X/1956); Oceanid &®lonio, ruta 10 km 255, MNHN 7171 (23/IX/2007);
Santa Teresa, Playa Las Achiras, MNHN 6817 (11/)98®kpartamento de San Jog&azati, MNHN 2612
(11/X/1981); Autdédromo Nacional, ruta 1 km 27,5, @8 3946; Delta del Tigre, MNHN 943 (1/XI11/1962);
Playa Pascual, CENAI 4176-4178 (s/fecha); PlayaRBhs10 km NW de Santiago Vazquez, ZVCB 2431.
Departamento de Treinta y TreSanta Clara de Olimar, ZVCB 413, 11081; Valergjin®NHN 9456
(5/V11/2009).

Scinax fuscovarius—BRASIL. Estado de S&o Paul&loresta Estadual Edmundo de Navarro de Andrade,
Municipio de Rio Claro, CFBH 1374, 5233-5235, 5295, 5592-5294, 17133-17135, 17557, 19629,
39073-39083 (4/X1/2014); Parque Ecolégico, Universidadeléral de Sao Carlos, Municipio de S&o Carlos,
CFBH 39093, 39094 (1/X1/2014); Sitio Cantaclarostito de Itapé, Municipio de Rio Claro, CFBH 5579—
5583, 3910139107, 3910939111, 3911639119, 3912039122 (3/X1/2014); Tieté, alrededores, carretera a
Capivari, Municipio de Tieté, CFBH 391929195 (30/X/2014), 391239133 (31/X/2014).

Scinax granulatus—URUGUAY. Departamento de Treinta y TreBafiado de los Oliveras, MNHN 9528
(22/1720086).

Scinax similis—BRASIL. Estado de S&o PaulBloresta Estadual Edmundo Navarro de Andrade,idthio de

Rio Claro, CFBH 6003, 39089 (4/X1/2014); Sitio Caclaro, Distrito de Itapé, Municipio de Rio ClatiBH
7148, 7151, 39108 (3/X1/2014).

Scinax squalirostris—URUGUAY. Departamento de Rochba Paloma, camino a Laguna de Rocha, MNHN
9528 (2/VI11/2013).

Xenopus laevis—URUGUAY. Departamento de CaneloneAtlantida (acuario comercial)) MNHN 9523
(28/1/2011; n = 4). Departamento de MontevidBicon del Cerro, Montevideo (criadero y acuadmercial),
MNHN 9524 (13/VI1/2011; n = 11).
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Apéndice 3. Retraccion del rango de distribucién dehysalaemus
fernandezae, Physalaemus hensekieurodema bibronen Uruguay.

Se reunid informacion sobre distribucion geografadual e histérica de las especies
estudiadas teniendo en cuenta registros en latliter, material en colecciones (ver Apéndice
2), y datos obtenidos entre los afios 2000 y 20t4ndel 313 visitas no sisteméticas a 41
localidades principalmente del sur y este de UrygBa constaté la existencia de ejemplares
en colecciones para 33 de los 41 sitios visita@9s5(%), pero solamente en 10 se pudo

detectar al menos una de las especies (24,4 Ydaher3.1.

Physalaemus henselii

Esta especie es nativa de Uruguay, el estado dé&Rinde do Sul en Brasil y unas pocas
localidades en Argentina sobre el Rio Uruguay (Bar®64; Barrasso 2014). Se examinaron
468 ejemplares adultos en colecciones. En Urugaayayoria de los registros corresponden
a distintas zonas del pais entre 1941 y 1982, gxigien colectas entre 1984 y 2000. A partir
de 2001 éstos provienen en tres zonas, serrari@ptte de Rivera en el norte, serranias del
centro-este en la formacion Cuchilla Grande, yiplaa costeras del Dpto. de Rocha. En este
altimo caso, entre los afios 2001 y 2007 (n = 23wemayoria fueron realizados por el autor
(n = 10; MNHN 9512, ZVvCB 11181183, 15213, 171287131); algunas de las
localidades fueron citadas en publicaciones preffasenc et al. 2006; Borteiro & Kolenc
2007; Maneyroet al. 2008; Tomatiset al. 2009). Las distribuciones histérica y actual en
Uruguay se indican en la figura 3.I, y el nUmeroeglamplares colectados segun el afio se
indica en la figura 3.II. La colecta histérica dengplares en Rio Grande do Sul mostré un
perfil similar, fueron colectados principalmenteareri953 y 1984, no existen ingresos entre
1985 y 1996, y hay unos pocos ejemplares colectanive 2004 y 2012 (n = 25), ver figura
3.1L.
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TABLA 3.. Localidades y muestreos realizados en el rangoistébdcién dePhysalaemus
fernandezadPf), P. henseliiPh) y Pleurodema bibron{PIb) en Uruguay (2002014).

Localidades Registros Resultado  Amenazas/Obs.
Dpto. de Canelones
Arroyo Solis Pf, Ph 1 X Urbanizacion
Salinas Ph, PIb 1 X Urbanizacion
Atlantida, Parque del Plata, Las Toscas Ph, Plb 11 X Urbanizacién
Carrasco Ph, PIb 1 X Urbanizacion
Jaureguiberry e 4 Plb (1) Urbanizacion
Solymar e 4 X Urbanizacién
Marindia e 2 X Urbanizacion
Dpto. de Cerro largo
Acegua Ph 5 X
Cuchilla de Mangrullo - 3 X
Mazangano y alrededores Ph 1 X
Melo y alrededores Ph 3 X
Sierra de Vaz Ph 1 X
Dpto. de Colonia
Santa Ana y alrededores Ph 1 X Urbanizacién
Dpto. de Florida
Ruta 7 entre Fray Marcos y José Batlle
y Orddfiez (aproximadamente 80 km) Plb 12 Ph (1)
Dpto. de Lavalleja
Aigua Plb 4 X
Sierras de Minas Plb 24 X
Dpto. de Maldonado
Sierra de las Animas Ph 10 X
Cerro Verdin Ph 1 X
Piriapolis, Cerro Pan de Azlcar Ph, PIb 6 X Urbanizacion
Dpto. de Montevideo
Pajas Blancas y alrededores Ph 12 X Urbanizacién
Santiago Vazquez y alrededores Pf, Ph, Plb 8 X Urbanizacién
Malvin Plb 1 X Urbanizacion
Dpto. de San José
Playa Penino y alrededores Ph, Plb 6 X Urbanizacién
Arazati y alrededores Ph, Plb 4 X
Delta del Tigre Ph, PIb 25 X Urbanizacion
Sierra de Mahoma Ph 5 X
Dpto. de Rivera
Ciudad de Riveray alrededores Ph 6 Ph (1) Forestacion
Dpto. de Rocha
Barra de Valizas Ph, Plb 8 Ph (3), Plb (4)
Ciudad de Rocha y alrededores Ph 3 X Urbanizacién
La Coronilla, Cerro Verde Ph, Plb 3 Ph, PIb(2)
Lagunade Rocha - 19 e Plb*
La Paloma y alrededores Ph, PIb 22 X Urbanizacion
La Pedrera y Punta Rubia Plb 21 X Urbanizacion
Ruta 9 entre Castillos y La Coronilla - 4 Ph (2)
Ruta 10 entre Punta Rubia y Valizas Ph 15 Ph (5), Plb (6)
Ruta 109 entre Rochay Aigua - 6 0 -
Santa Teresa y alrededores Plb 5 Ph (2) Forestacion
Dpto. de Tacuarembd
Paso Aguiar y alrededores - 2 X
Dpto. de Treintay Tres
Ciudad de Treinta y Tres Ph, Plb (- — Plb
Quebrada de los Cuervos y alrededores Plb 20 X
Valentines y Sierra del Tigre - 8 Ph (4), PIb (2)
TOTAL 41 33/41 (80,5 %) 313 10/41 2%)

" material en colecciones;se indica el nimero de muestreo en que se deteaépecie’ un ejemplar
colectado préximo a los sitios de muestreos (veei@et al.2012);*registro actstico (Kolenet al. 2009).
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FIGURA 3.1. Distribucion geogréfica d®hysalaemus henseklin Uruguay.Los
puntos corresponden a registros en coleccionessyciulos a poblaciones
actuales: 1, serranias de la Cuchilla Negreh, Doblaciones en sierras de la
Cuchilla Grande (Ruta 7, km 138 y 139, km 154, Wties y Sierra del Tigre
respectivamente); zonas costera entre Oceanialbali® (6) y La Coronilla (7).

Pleurodema bibroni

El rango de distribucion histérico de esta especieiempos recientes corresponde a una
amplia region en el sur de Uruguay y una pequeia gel sureste de Brasil, en los estados
de Rio Grande do Sul, Santa Catarina y Parana (Brad3; Barrio 1977; Kolenet al. 2009;
Lignau 2009; Treiret al. 2014). Una serie de ejemplares colectados en-1833 en el Rio
Apa, Paraguay, depositados en el Museo de Zoolbgita Universidad de Turin, MZUT
An447 (17) y considerados com@hysalaemus fuscomaculatgger Cei 1990) fueron
examinados durante la realizacion de este trabscacuerdo a sus caracteres morfoldégicos

se asignaron &leurodema bibron{Kolenc et al. 2011). La declinacion dBl. bibroni en
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Uruguay, donde la especie era muy comun, ya fuseptada en un trabajo previo (Kolegtc
al. 2009). Un elevado numero de ejemplares en coleesitue colectado a fines de los afios
1960s y principios de los afios 1970s asociado adnglios de Avelino Barrio (Kolerat al.
2009). El hallazgo de esta espeséevolvid una rareza a partir de los aflos 1970sgesoasas

colectas durante mas de 30 afios y pocas poblaacheses conocidas, figuras 3.1l 'y 3.1V.
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FIGURA 3.ll. Especimenes dBhysalaemus henselile Uruguay y sur de Brasil (estado de Rio
Grande do Sul) presentes en las colecciones h#gietas estudiadas, colectados entre 1930 y 2010.
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FIGURA 3.IIl. Distribucion geogréfica dBleurodema bibronen Uruguay. Los
puntos corresponden a localidades conocidas enaasgistros en colecciones.
Los circulos indican poblaciones actuales detestatiaeste estudio o reportadas
en publicaciones recientes: 1, Valentines; 2, Gludi Treinta y Tres (Kolenet

al. 2009); 3, Jaureguiberry; 4, Laguna de las NutBafRefugio de fauna Laguna
de Castillos (Kolenet al. 2009); 6, 7, poblaciones entre Oceania del Polpthia
Coronilla (Kolencet al.2009; Natale & Maneyro 2008).
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FIGURA 3.IV. Especimenes d@leurodema bibroniprocedentes de Uruguay presentes en las
colecciones herpetologicas estudiadas, segun aéaletga. Grafico adaptado de Kolegtal. (2009).

Physalaemus fernandezae

Su rango de distribucion se encuentra casi totaknen la Provincia de Buenos Aires,
Argentina (Barrio, 1964), donde es abundante y déatgo comun (Barrasso 2014; D.
Barrasso, com. pers.). Barrio (1964) indicé sugmesm en Uruguay sobre el Rio de la Plata
hacia el este hasta Solis, Dpto. de Canelones.oldakor colectd 41 de los 43 ejemplares
provenientes de Uruguay presentes en colecciortleNAC122, n = 39; CENAI 156/1, 3261).
Existe ademas un solo registracia el interior, en los alrededores de Cerro @dim, Dpto.

de Florida (Nufezt al. 2004), MNHN 1164. No se colectan ejemplares enaé$ plesde

1962. La distribucion geografica en Uruguay se rmaesn la figura 3.V.
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FIGURA 3.V. Distribucion geogréfica dehysalaemus fernandezae Uruguay.
Localidades: 1, Santiago Vazquez; 2, Arroyo S@j<erro Colorado.
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Apéndice 4.Anfibios encontrados muertos o moribundos duraniestmeos

de campo en Uruguay (20afD14).

Especie Localidad Fecha

Observaciones

Laguna de Rocha, Dpto.

1 111/201
de Rocha SVIII2010

Leptodactylus gracilis

Hembra hallada muerta
deshidratada en dunas
costeras.

Barra de Valizas, Dpto.

Subadulto bajo tronco, en

Leptodactylus latinasus de Rocha 1/Vv/I2007 descomposicion.
Santiago Vazquez, Macho en descomposicion
Leptodactylus latrans . 28/X1/2009 avanzada, en margen de
Dpto. de Montevideo
cuerpo de agua temporal.
Hembra moribunda flotando
Ruta 109 proximo a en orilla de charco temporal
Physalaemus gracilis ciudad de Rocha, Dpto. 8/X/2006 durante el dia, apenas movil.
de Rocha Histologia de piel sin
indicios de quitridiomicosis.
Physalaemus henselii Barra de Valizas, Dpto. 23/IX/2007 Hgmbra en descomposicion,
de Rocha bajo tronco.
Hembra muerta flotando en
Odontophrynus americanus Delta del Tigre, Dpto. 21112014 charco temporal, durante

de San José

explosion reproductiva luego
de lluvias.

Cerro Cueva del Tigre,
Pseudis minutus Sierra de las Animas, 8/1X/2013
Dpto. de Maldonado

Macho en descomposicién en
el fondo de charco temporal,
luego de fuertes lluvias.

Se excluyen anfibios muertos por vehiculos en casmyncarreteras.

FIGURA 4.1. Anfibios encontrados muertos en condiciones natarah Uruguayd, Odontophrynus
americanuspelta del Tigre, Dpto. de San José (7/11/20B})Pseudis minutusSierra de las Animas,

Dpto. de Maldonado (8/1X/2013).
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Apéndice 5.Arboles obtenidos en el anélisis filogenético denbeystida.

Tree 0.

Aspergillus_fumigatus_M60300
Capsaspora_owczarzaki_AF436886
Ichthyophonus_hoferi_U43712
Dermocystida_sp_Rio_Claro
L29455

AY:

267344
S _AY267346
S_AY267345
AF533945
AF533047
AF533943
AF533941
AF533949
AF533942
AF533944
AF533948
AF533946
AY772000
AY772001
A_sp_GU232543

Rwandae_KP17222

Lapaloma

Valentine

JQ23122

RAF39971
R_seeberi_AF15836
R_AY372365
RAF11885

hylarum

A_ranae_AY6923
A_ranae_AY5502

U21336
salmonis_U21337
fennicum_AF5339
A_viri29

A_viri30
A_viri28

Tree 2:

Aspergillus_fumigatus_M80300
Capsaspora_owczarzaki_AF436886
Ichthyophonus_hoferi_U43712
Dermocystig“a“_sp_Rio_Claro

129455
S_AY267346
S_AY267345

AF533945
AF533947
AF533943
AF533941

AF533949

AF533942

AF533944

AF533948

AF533946

AY772000

AY772001

GU232541
A_sp_GU232543
sp._GU232542

Rwandae_KP17222

Lapaloma

Valentine

R_seeberi_AF15836

JQ23122

RAF39971

R_AY372365

RAF11885

A_ranae_AY6923
A_ranae_AY5502
U21336

hylarum

salmonis_U21337
fennicum_AF5339
A_viri29
A_sp_EUB50666
A_viri30
A_viri28

A_sp_EUB50666

Tree 1

Aspergillus_fumigatus_M60300

Capsaspora_owczarzaki_AF436886
Ichthyophonus_hoferi_U43712

Dermocystida_sp_Rio_Claro

AY267344
S_AY267346
S_AY267345

AF533945
AF533941
AF533947
AF533943

AF533949

AF533942
AF533944
AF533948
AF533946
AY772000
AY772001
GU232541

sp_GU232542

Lapaloma
Valentine
JQ23122
RAF39971

hylarum

Tree 3:

Aspergillus_fumigatus_M80300
Capsaspora_owczarzaki_AF436886
Ichthyophonus_hoferi_U43712
Dermocystida_sp_Rio_Claro

129455

AY267344
S_AY267346
S_AY267345

AF533945
AF533941
AF533947
AF533943

AF533949

AF533942
AF533944
AF533948
AF533946
AY772000
AY772001
GU232541

sp_GU232542
Rwandae_KP17222
Lapaloma
Valentine

hylarum

A_sp_GU232543
Rwandae_KP17222

RAF11885
R_AY372365
R_:

seeberi_AF15836

A_ranae_AY6923
A_ranae_AY5502
U21336

salmonis_U21337
fennicum_AF5339
A_viri28

A_viri30
A_sp_EUB50666
A_viri29

A_sp_GU232543

R_seeberi_AF15836
3997

RAF 11885
JQ23122
R_AY372365

A_ranae_AY6923
A_ranae_AY5502
U21336

salmonis_U21337
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Apéndice 6.Distancias genéticas en Dermocystida.

Secuencia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 14 15 16 17 18 19 2@1 22 23 24 25 26 27 28| 29 30 3L 3p 33 Z B5 36
1 [Av267345 | -
2 | Av267346 [ 0,06] -
3 | Av267344 [0,23]0,17] -
4 | L29455 0,34] 0,29| 0,34 -
5 | KU982985 | 2,58| 2,50 2,66 | 2,82 -
6 | AY550245 | 521|5,15| 5,21 | 5,32| 5,59 -
7 | AY692319 | 5,09| 5,03| 5,09 | 5,21| 5,36 0,57 -
8 | EF493029 | 5,78| 5,63| 5,93 | 5,63| 559 2,12 1,4D -
9 | EU650666 | 4,87| 4,81| 4,87 | 5,01 5,10 1,935 1,88 - -
10 | EF493028 | 5,41 5,27| 5,55| 5,27| 5,24 199 1,3P - - - -
11 | EF493030 | 5,41(5,27| 5,55| 5,27| 5,24 199 1,32 - - - -
12 | AF533950 | 4,77| 4,71| 4,77 | 4,88| 4,78 2,13 202 084 1,11 079 0}79 -
13 | KU982982 | 5,20| 5,12| 5,27 | 545| 4,86 1,77 15p 0,98 1,02 0J/92 092 0,88 -
14 | U21337 519|5,13| 5,19 | 531| 5,26 2,15 204 1,12 153 105 105 Q63171 -
15 | KU982984 | 5,17| 5,03| 5,31 | 504| 487 3,16 235 1,71 1% 160 160 14356 1L 1,96 -
16 | KU982983 | 4,88| 4,81| 4,95| 511| 4,71 2,79 258 149 1,87 159 159 201771 2,44 - -
17 | KP172222 | 4,81)| 4,73| 4,88 | 505| 4,760 269 248 141 1,76 132 1132 190721 2,26| 0,26/ 0,21 -
18 | U21336 496|4,89| 496 | 507| 502 243 231 183 147 172 1{72 15591 1,98| 195 2,01 188 -
19 | AF158369 | 4,80| 4,74 4,80 | 492| 4,78 193 181 098 1,03 092 0[92 132050 1,75| 1,03] 124 1,19 150 -
20 | AF118851 | 4,65|4,59| 465| 4,76] 478 190 17p 098 1,00 092 0j92 1350168 1,03 124 119 161 - :
21 | AY372365 | 4,65| 4,59| 4,65| 4,78 4,78 1,91 1,80 0,98 1,1)0 092 092 13%50169| 1,03] 124 119 141 - - b
22 | AF399715 [ 459]4,53] 459 4,70] 4,79 1,83 1,78 098 1,00 002 092 132050 1,69 1,04/ 124 119 155 - 0,06 0,06 -
23 [JQ231220 | 4,49(4,18| 4,18 | 4,19 450 4,13 26p 2,03 2,03 203 203 23203p292| 1,72| 1,732 172 2,03 0,86 0,86 0|86 (,86 -
24 | GU232541 | 6,65| 6,51| 6,64 | 7,08| 544 485 447 483 394 483 4{83 382098381 597 471 458 433 394 3P4 3|94 394213, -
25 | GU232542 | 6,87 6,75| 6,87 | 7,29| 558 488 45 4791 389 471 471 377658 3,76| 578 4,63 450 438 3,76 3,6 3|76 3772138, - -
26 | GU232543 | 6,77| 6,64| 6,77 | 7,19| 548 4,78 4,4 487 3,9 457 457 3,7%7 8 3,78 564 452 440 4,28 3,18 3[8 3|78 3J, 79213, - - -
27 | AY772001 | 7,97(7,90| 8,04 | 8,25| 693 693 6,72 7,47 644 680 6,80 6,2009856,71| 582 635 654 647 633 6B3 6|28 6,40306,7,21| 7,28/ 7,18 -
28 | Ay772000 | 7,83|7,75| 7,90 | 8,11| 693 693 6,72 7,47 644 680 6|80 6,200856,71| 582 6,33 654 647 6,33 6,83 6(29 6,41306,7,21| 7,28 7,1§ 0,41 -
29 | AF533941 | 8,69( 8,62| 8,69 | 8,80 7,83 7,74 7.6 6,38 7,15 67 6{17 697426 7,34 7,07 7,23 735 7,45 744 7B0 7|32 9,24249,7,17| 7,23 7,13 11,0111,24| -
30 | AF533943 | 8,82 8,76| 8,82 | 8,94| 800 787 7,76 6,94 7,28 631 6{31 {10686 747 7,22 7,38 751 7,22 7%8 743 7|45 7,36249,7,30( 7,36 7,26 11,2411,47| 0,22 -
31 | AF533945 | 8,62 8,55| 8,62 | 8,73| 783 761 74P 638 7,15 66 616 697506 741 7,07 7,30 742 7,45 744 7pP9 7|32 7,23908,7,43| 7,49 7,39 11,0111,24|0,22| 0,33 -
32 | AF533947 | 8,81(8,75| 8,81 | 893 800 798 786 7,04 740 659 659 122746 760| 7,50 753 765 740 7,70 7b4 7|57 1,48569,756| 7,73 7,63 11,3111,54|0,33|0,44| 0,44 -
33 | AF533949 | 8,75|8,69| 8,75| 887| 7,75 780 7,68 6,48 7,22 588 588 91516735 6,79 7,31 748 721 751 7B6 7|39 7,30908,7,31| 7,37 7,24 11,1011,33|0,39| 0,50| 0,39| 0,61 -
34 | AF533942 | 8,77(8,70| 8,77 | 889 791 7,73 76)L 6,13 7,12 574 5{74 6§8%06 7,27| 664 7,08 7,19 707 7,37 7R2 7|25 1,22908,7,31| 7,24 7,14 10,7811,01|0,62| 0,73| 0,62| 0,84 0,5§ -
35 | AF533946 | 8,94 8,88| 8,94 | 9,06/ 800 7,73 761 643 740 603 6/03 10%66 7,34| 693 7,38 750 720 757 741 7|44 1,35249,691| 6,85 6,76 11,3011,53|1,72|1,84| 1,84| 1,95 1,79 1,5 -
36 | AF533948 | 8,95(8,88| 8,94 | 9,06| 7,84 7,73 7601 6,13 7,83 5[4 574 10606 7,34 665 7,23 735 720 7,50 741 7{44 7,35608,6,65| 6,61 6,51 11,1511,38|1,73|1,84| 1,84| 195 1,78 1,5 0,22 E
37 | AF533944 | 8,81|8,75(8,81| 893| 792 766 754 643 7,08 602 6/02 67506702 693 718 72y 695 7,37 7p2 725 716579,7,17| 7,10, 7,01 10,9411,16/0,94|1,05| 1,05 1,16/ 1,09 0,79 0,88 0,89

Taxones: 14, Sphaerothecum destruerts;Sphaerothecurap. nov., Rio Claro, Brasil; 6, Rhinosporidium ranae3, 10, 11 Rhinosporidium viridescen®, RhinosporidiunviridescengDi
Rosa & Fagotti, no publicado); 1&Rhinosporidium fennicumi3, Rhinosporidium hylaruma4, Rhinosporidium salmonis15, Rhinosporidium rwandaeyalentines, Uruguay; 16,
Rhinosporidium rwandael.a Paloma, Uruguay; 17Rhinosporidium rwandael8, Rhinosporidiumsp. (Raganet al. 1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA3. 1190#11912); 1923,
Rhinosporidium seeberR4-26, Dermocystidium pusuléGonzalez-Hernandet al. 2010,Parasitol. Int.,59, 344-350); 27, 28 Amphibiothecum penner29-37, Dermotheca percadn gris
se indican las nuevas secuencias producidas eastatio

231



Apéndice 7. Anfibios examinados en sitios con infeccién por
Rhinosporidium rwandaeen Hypsiboas pulchellus.Abreviaturas: LP, La
Paloma; LR, Laguna de Rocha; VA, Valentines.

Especie Loc;zl;ﬂ:d y Otofio Invierno Primavera Verano Total
LP 10/1/12007 ---- e e 0/5
Dendropsophus sanborni LR 12/VIIl/2011 - 03 - 0/9
LR 9/X1/2013 - - (05—
Julianus uruguayus LP 11/VIl/2011 - 0/14 - e 0/14
LP 5/1/2014 - e e 02
Leptodactylus latrans 'R 17/V/2013 77 0/3
LR 7/VIII[2006 - o4 - e
. . . LR 8/X/2006 - = - 02 -
Melanophryniscus montevidensis LR 29/1/2008 o 013 0/21
LR 11/8/2011 ----- (] 72—
] LP 6/V/2007 03 - e e
Odontophrynus americanus P 1LVII201L 77 0/4
. LR 14/VIll/2006 ~  ----- o4 - e
Odontophrynus maisuma LR 12VI201L oo 7 R —— 0/5
Physalaemus gracilis LR 29/IX/2012 ~ - = - (07— 0/1
LP 28/X1/2002 - - (o) T —
LP 10/1/12007 -—-- e e 0/2
LP 1/v/2007 = ----- (0] 72—
Pseudis minutus LR 1/V/2007 - 03 e e 0/42
LR 11/VIll/2011 - o7 -
LR 17/1V/2013 024 - e e
LR 11/1V/2014 0/3 - eeee e
LP 11/VIl/2011 ----- o1 - e
. . LP 29/1X/2012 - - (03—
Pseudopaludicola falcipes X U I I — S — 0/6
LR 8/X/2006 - - 02 -
Rhinella arenarum LP 1/1/2006 ~  -----  eeeee e 0/1 0/1
LP 1/V/2006 01 - e e
LP 8/X/2006 - - 01
LP 5/1/12014 - e e 0/1
Rhinella dorbignyi LR 7/VIII)2006 - or - e 0/10
LR 8/X/2006 ~  ----- - (o) T —
LR 1/V/2007 0/ - e e
LR 11/vIll/2011 -~ o4 - e
LP 5/II/2088 - e e 0/2
; : ] LP 2/8/2013 - 1L - e
Scinax squalirostris R IOVII200L o T e — 0/20
LR 29/IX/2012 - = - [0/ J—

Sub-total LP/LR 0/34 0/58 0/17 0/26 0/136
Elachistocleis bicolor VA 1/X1/2009 - = - o2 @ - 0/2
Julianus uruguayus VA 1/X1/2009 - = - 0/25 - 0/25
Melanophryniscus sanmatrtini VASNVIV2009 - 0z e e 0/3

VA 2/VIII/2009 ----- 1 o O e—
Odontophrynus americanus VA 15/V1/2012 - 0/3 - e 0/3
S VA 1/X1/2009 - - 0/18 -
Physalaemus biligonigerus VA20/X/2012 Y7 E— 0/20
: . VA 5/VII/2009 --—--- 0 7 e—
Pleurodema bibroni VA LBNIZ0L2 - o E 0/3
VA 2/VIII/2009 ----- 1 o O e—
Pseudis minutus VA 5/IX/2009 -—--- or e e 0/4
VA 1/X1/2009 - = - (0 /72—
VA 5/VII/2009 - o S e—
Pseudopaludicola falcipes VA 5/1X/2009 - 01T - e 0/4
VA 1/X1/2009 - - (0 /72—
Scinax granulatus VA 1/X1/2009 - - 03 0/3
Sub-totalVA e 0/13 054 - 0/67
TOTAL 0/34 0/71 0/71 0/26 0/203
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Apéndice 8.Resumen de los diagnésticos realizados en anfitidgruguay
y sur de Brasil.

Agente infeccioso/hallazgo

Taxon . . Observaciones
patolégico
. - Cautiverio, haplotipo

Ceratophrys ornata Batrachochytrium dendrobatidis Uyl
Dendropsophus sanborni Batrachochytrium dendrolstid

Batrachochytrium dendrobatidis haplotipo Uyl, Uylll

Rhinosporidium rwandae

Ichthyophonusp.
Hypsiboas pulchellus Larva plerocercoide

Spirometrasp. (Sparganum

Hannemaniasp.
melanoforomas

Julianus uruguayus Batrachochytrium dendrobatidis haplotipo UyllI

Batrachochytrium dendrobatidis
Hannemaniasp.

Leptodactylus latrans

Limnomedusa macroglossa Batrachochytrium dendrdisti
Poblaciones silvestres
Batrachochytrium dendrobatidi riadero, haploti
Lithobates catesbeianus atrachochytrium dendrobatidis y criadero, haplotipo
Uylll
Hiperpigmentacion anémala de la piel
. .. Batrachochytrium dendrobatidis haplotipo Uyl
Melanophryniscus sanmartini—. y POTpo -y
lipoma
Odontophrynus americanus Batrachochytrium dendridisat haplotipo Uyl
Physalaemus henselii Batrachochytrium dendrobatidis  haplotipo Uyl, Uylll
. . . . haplotipo Uyl, Uyll,
Pleurodema bibroni Batrachochytrium dendrobatidis P ?Jyllly y
Pseudis minutus Batrachochytrium dendrobatidis
Rhinella arenarum Batrachochytrium dendrobatidis haplotipo Uyl
, ) Rhinosporidium hylarum Rio Claro, S&o Paulo,
Scinax fuscovarius .
Sphaerothecursp. Brasil
Scinax granulatus Hannemarsa.
Scinax squalirostris Hannemansp.
. . - Cautiverio, haplotipo
Xenopus laevis Batrachochytrium dendrobatidis HHver! plotip

Uyl

Las muestras corresponden a especimenes de amfibidsiguay, salvo indicacion.

233



Apéndice 9.Publicaciones.

Publicacién parcial de resultados (201:2015):

Borteiro, C., Verdes, J.M., Cruz, J.C., SabalsagakhJ., Kolenc, F., Martinez Debat, C. &
Ubilla, M. (2015)Ichthyophonusp. (Ichthyophonae, Ichthyophonida) infection iS@uth
American amphibian, the hylid frddypsiboas pulchellus. Journal Wildlife Diseasg$(2),
530-533.

Borteiro, C., Castro, O., Sabalsagaray, M.J., Knolén, Martinez Debat, C. & Ubilla, M. (2015)
Spargana in the Neotropical froglypsiboas pulchellus(Hylidae) from Uruguay.
Northwestern Journal of Zoolog¥1(1), 171173.

Borteiro, C., Cruz, J.C., Kolenc, F., Verdes, J.Mgrafia, A., Martinez Debat, C., Kun, A.,
Ubilla, M. & Okada, K. (2014) Dermocystid-chytricbiofection in the Neotropical frog
Hypsiboas pulchellugAnura: Hylidae).Journal of Wildlife Disease$0(1), 156-153.

Kolenc, F., Borteiro, C., Gonzélez, E.M., Barrad30& Prigioni, C. (2012) Recent findings of
the declining frogPleurodema bibroniTschudi, 1838 (Anura: Leiuperidae) in Uruguay.
Herpetology Notesh, 181-183.

Borteiro, C., Baldo, D., Baéta, D., Fares SabbagKalenc, F., Martinez-Debat, C., Ubilla, M.,
Haddad, C.F.B., Cruz, J.C. & Verdes, J.M. Amphilpi@nasites of the Order Dermocystida
(Ichthyosporea) from South America: current knowledtaxonomic review and new
records from Brazil. (en preparacion).

Oda, F.H., Borteiro, C., da Graca, R.J., TavareR,,Batista, V.G., de Lima, F.S., Bellay, S.,
Karling, L.C., Pavanelli, C.S., Pavanelli, G.C. &Kemoto, R.M. Current knowledge on
sparganosis in amphibians and reptiles from Soutterca with new records from Brazil.

(en preparacion)

234



Otras publicaciones durante el transcurso de esteseidio (2016-2016):

Cardozo, D., Boeris, J., Ferro, J.M., Borteiro, Kolenc, F., Suarez, P., Netto, F., Brusquetti&F.
Baldo, D. (2016) Evidence for independent instarmfeshromosome number reduction in the
genusPseudopaludicolg§Anura: LeptodactylidaeBalamandrab2(1), 1122.

Borteiro, C., Kolenc, F. & Prigioni, C. (2015) Aweoteworthy record dPhrynops williamsRhodin
& Mittermeier (Testudines, Chelidae) in Urugu&uadernos de Herpetologia9(1), 9596.

Borteiro, C., Baldo, D., Kunz, T.S., Perez, R.zER.P. & Kolenc, F. (2014) Contracting behaviaur i
three species ofPhyllomedusa(Anura: Hylidae: PhyllomedusinaeHerpetology Notes,7,
393-395.

Borteiro, C., Kolenc, F. & Verdes, J.M. (2014) Aggative behaviour in the fossorial lizard
Amphisbaena darwin{iSquamata, Amphisbaenida€uadernos de Herpetologia7 (1), 57-58.
Baldo, D., Vera Candioti, F., Haad, B., Kolenc, Borteiro, C., Pereyra, M., Zank,, C., Colombo, P.,

Bornschein, M.R., Brusquetti, F., Conte, C.E., Nagu Costa, P., Almeida Santos, P. & Pie,
M.R. (2014) Comparative morphology of pond, stremmd phytotelm-dwelling tadpoles of the
South American Redbelly Toads (Anura: Bufonidikslanophryniscus Biological Journal of
the Linnean Society,12, 417 441.

Borteiro, C., Kolenc, F., Prigioni, C., Lyra, M. Baldo, D. (2013) A lost species or the loss ofpstsP?
The case ofContomastixlizards from Cabo Polonio, Uruguay, with obsemasi on C.
lacertoides (Duméril & Bibron) and Cnemidophorus grandensi§ope (Squamata, Teiidae).
Zootaxa,3620, 245259.

Arrieta, D., Borteiro, C., Kolenc, F. & LangoneAJ(2013) Anfibios. EnEspecies prioritarias para
la conservacion en el Uruguayertebrados, moluscos continentales y plantas Vases
Sistema Nacional de Areas Protegidas, MinisterioVdeenda, Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente, Montevideo, pp. 131#27.

Gobel, N., Cortizas, S., Mautone, J.M., Borteiro&1 aufer, G. (2013) Predation &fseudis minuta
Gunther 1858, by ethocerus annulipe@Herrich-Schaeffer 1845 Cuadernos de Herpetologia,
27(1), 63.

Kolenc, F., Borteiro, C., Cotichelli, L., Martine€,., Vera Candioti, M.F. & Baldo, D. (2013) The
tadpole and karyotype @hinella achavali(Anura: Bufonidae)Journal of Herpetology47(4),
599-606.

Laufer, G. Pereyra, L.C., Akmentins, M. & Borteif, (2013) A comment on the oral dermal flaps of
ElachistocleidParker, 1927 (Anura: Microhylidae) larvagotaxa,3710, 498500.

Prigioni, C., Borteiro, C., Kolenc, F., Colina, M. Gonzalez, E.M. (2013) Geographic distribution
and apparent decline @rotalus durissus terrificugLaurenti 1768; Serpentes, Viperidae) in
Uruguay.Cuadernos de Herpetologia7(2), 163165.

235



Baldo, D., Borteiro, C., Kolenc, F., Rosset, S.igieni, C. & Martinez Debat, C. (2012) The
taxonomic status d¥lelanophryniscus orejasmirand&rigioni & Langone, 1987 '1986' (Anura:
Bufonidae).Zootaxa,3235, 4561.

Baldo, D., Cotichelli, L. Pereyra, M., Borteiro,,Qetto, F., Kolenc, F., Brusquetti, F. & Bidau, C.
(2012) A cytogenetic survey of the gerslanophryniscussallardo, 1961 (Anura: Bufonidae).
Journal of Herpetology6(1), 25-32.

Pereyra, M., Borteiro, C., Baldo, D., Kolenc, F.@onte, C.E. (2012) Advertisement call of the
cryptic speciesScinax aromothyella(Faivovich 2005) andS. berthae(Barrio 1962) with
comments on the complex calling in tBe catharinaegroup. Herpetological Journal,22(2),
133-137.

Alcalde, L., Vera Candioti, M.F., Kolenc, F., Bdrte C. & Baldo, D. (2011) Cranial anatomy of
tadpoles of five species 8tinax(Hylidae, Hylinae)Zootaxa,2787, 1936.

Cardozo, D., Leme, D.M., Bortoleto, J.F., Catr@iF., Baldo, D., Faivovch, J., Kolenc, F., Silva,
A.P.Z., Borteiro, C., Haddad, C.F.B. & Kasahara(Z11) Karyotypic Data on 28 Species of
Scinax (Amphibia, Anura, Hylidae): Diversity and Infornina Variation. Copeia, 2011(2),
251-263.

Guerra, C., Baldo, D., Rosset, S., Borteiro, C. éldtc, F. (2011) Advertisement and release calls in
Neotropical toads of thRhinella granulosagroup and evidence of natural hybridization betwee
R. bergiandR. major(Anura: Bufonidae)Zootaxa,3092, 2642.

Kolenc, F., Baldo, D., Borteiro, C., Marangoni, Ferraro, D.P. & Faivovich, J. (2011) The identity
of Eupemphix fuscomaculatuSteindachner, 1864 (Amphibia: Anurafopeia, 2011(4),
513-522.

Prigioni, C., Borteiro, C. & Kolenc, F. (2011) Hetpfauna of Quebrada de los Cuervos, Uruguay.
Check List,76, 763767.

Vera Candioti, M.F., Haad, B., Baldo, D., Kolenc, Borteiro, C. & Altig, R. (2011) Different
pathways are involved in the early developmentefttansient oral apparatus in anuran tadpoles
(Anura: Leiuperidae)Biological Journal of the Linnean Society)4, 336345.

Borteiro, C., Kolenc, F., Pereyra, M., Rosset, S.B&ldo, D. (2010) A diploid surrounded by
polyploids: tadpole description, natural historydacytogenetics ofOdontophrynus maisuma
Rosset from Uruguay (Anura: Cycloramphida&otaxa,2611, 1+15.

Canavero, A., Carreira, S., Langone, J.A., Acha¥a), Borteiro, C., Camargo, A., Da Rosa, I.,
Estrades, A., Fallabrino, A., Kolenc, F., Lépez-Miaharsu, M.M., Maneyro, R., Meneghel, M.,
Nufiez, D., Prigioni, C. & Ziegler, L. (2010) Congation status assessment of the amphibians
and reptiles of Uruguayheringia (Zoologia),100(1), 512.

236



DOI: 10.7589/2014-06-149 Journal of Wildlife Diseases, 51(2), 2015, pp. 530-533

© Wildlife Disease Association 2015

Ichthyophonus sp. (Ichthyophonae, Ichthyophonida) Infection in a
South American Amphibian, the Hylid frog Hypsiboas pulchellus
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ABSTRACT:  We report infection by Ichthyo-
phonus sp. in a South American amphibian, the
hylid frog Hypsiboas pulchellus in Uruguay.
This frog had a large subcutaneous mass over
the urostyle and dorsal musculature comprised
of parasitic cysts with mild granulomatous
inflammation but otherwise appeared healthy.

Protistans of the Mesomycetozoea in-
clude emerging parasites that have been
associated with high mortality in aquatic
vertebrates (Rowley et al. 2013). These
fungal-like organisms have received atten-
tion, as they can be spread by the
introduction of alien species, posing a
threat to biodiversity (Glockling et al.
2013). Several mesomycetozoeans are
pathogenic for amphibians, mainly Am-
phibiocystidium, Amphibiothecum (Der-
mocystida), and Ichthyophonus (Ichthyo-
phonida). The genus Ichthyophonus
includes species virulent for both fish
and amphibians whose life cycles and
ecology are poorly known (Mendoza et
al. 2002; Rowley et al. 2013). In amphib-
ians, it causes a chronic and potentially
lethal granulomatous disease that affects
skin and muscles (Raffel et al. 2006).
Histopathologic diagnostic features of
ichthyophonosis are the occurrence of
spores with a double wall and the
coexistence of resting and active spores
(Mikaelian et al. 2000). Ichthyophonosis
was associated with outbreaks of morbidity
and mortality in frog and newt species
native to the US and Canada (Herman
1984; Hill and Parnell 1996; Mikaelian et
al. 2000; Green et al. 2002; Raffel et al.
2006; Ware et al. 2008; Sherman et al.
2009). We report infection by Ichthyo-
phonus-like parasites in an amphibian
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outside North America. We detected the
condition in a juvenile specimen of the
hylid frog Hypsiboas pulchellus. The
froglet measured 20.3 mm (snout-vent
length) and was collected in southern
Uruguay at Paso Mauricio, Departamento
de San José (34°40'58"S, 56°41'19""W;
Fig. 1) on 2 November 2007 (Fig. 1). The
habitat at the collection site is a temporary
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Ficure 1.

Top: study site, Paso Mauricio in
southern Uruguay (arrow). Bottom: specimen of
Hypsiboas pulchellus infected with Ichthyophonus
sp. Arrows indicate the anterior and posterior
boundaries of the lump on the back (bar=5 mm).
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Ficure 2. Ichthyophonus sp. infection in the frog Hypsiboas pulchellus. (A) Sagittal view of the
granulomatous lump in the fixed specimen, full of parasitic cysts (bar=1 mm). (B) Surface of the dorsal
muscles affected by the granuloma (bar=500 um). (C)—(F) Histologic sections of the lump with H&E staining:
(C) low magnification view of the granuloma (bar=200 pum); (D) active cyst at syncytial stage (bar=50 pm);
(E) active cyst at fibrous stage (left) next to a resting cyst (bar=50 pm); (F) endospores of a mature cyst
(bar=20 pm).

pond of about 1-m maximum depth, latus; Poecilidae) was fairly abundant in
located in a flooding area close to the the pond.

stream Arroyo Mauricio. The “madrecita” The frog was euthanized in the labora-
livebearer fish (Cnesterodon decemmacu- tory by cutaneous application of 20%
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benzocaine (Chen and Combs 1999), fixed
in 10% formalin, and deposited at the
herpetologic collection of Museo Nacional
de Historia Natural de Montevideo
(MNHN 9505). It had a lump (approxi-
mately 5X3 mm) on the urostyle covered
by intact skin, with no other anomalies
evident (Fig. 1). Dissection of the swelling
revealed a mass of small spherical cysts of
approximately 100200 pm in the subcu-
taneous tissue, reaching muscular layers of
the dorsum (Fig. 2); a few cysts were
immediately beneath muscles, inside the
coelomic cavity. The granuloma extended
in the dorsal muscles (Fig. 2) for about
two thirds of the dorsum, and there were
only sparse cysts in its most anterior part.
Internal organs were not affected. The
cysts had a double wall consisting of an
external eosinophilic capsule and a slightly
basophilic membrane. As previously de-
scribed (Goodchild 1953), smaller cysts
were in resting condition, while active
cysts were at different developmental
stages, fibrous, syncytial, and full of
endospores (Fig. 2). The capsule ap-
peared wrinkled in smaller cysts and
smoothed with increasing size. Endo-
spores of mature cysts were about 1 pm
and stained lightly basophilic with H&E.
Light granulomatous inflammation was
present in some areas between the cysts.
These gross and histologic findings in H.
pulchellus are characteristic of Ichthyopho-
nus infection in amphibians (Goodchild
1953; Raffel et al. 2006). In recently
metamorphosed ranid frogs, infected indi-
viduals also presented with a granulomatous
lump on the urostyle, and the infection often
progressed to severe disease (Goodchild
1953). In our case, the frog was not severely
affected and had no other signs of disease,
such as abnormal postures or behavior.
Mesomycetozoean parasites from the
genus Amphibiocystidium were reported
in Neotropical amphibians from south-
eastern Brazil in 1940 and recently in
Uruguay (Borteiro et al. 2014), but there
have been no prior reports of Ichthyopho-
nus in South America. The impact of these
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pathogens on individuals and populations
of native amphibians is unknown.

The identity of Ichthyophonus found in
H. pulchellus in Uruguay deserves future
work to determine its precise taxonomy
and its origin and host range. Surveys and
molecular studies are needed to deter-
mine if the infection spread from fish or is
specific to amphibians. Hypsiboas pulchel-
lus is common and widespread in southern
Uruguay, and the locality where this
specimen was found is only about 9.5 km
west of a rearing facility of American
bullfrogs (Lithobates catesbeianus), a spe-
cies that carries Ichthyophonus in the US
(Green et al. 2002). This frog farm near
the city of Libertad was established in
1998, with L. catesbeianus imported from
Brazil (Mazzoni et al. 2003), and contin-
ued to be active at least until 2010 (C.B.
and F.K. pers. obs.). Amphibian patho-
gens that can be dispersed by bullfrogs,
such as the chytrid fungus Batrachochy-
trium dendrobatidis and ranaviruses, were
reported from the frog farm near Libertad
and others in southern Uruguay (Mazzoni
et al. 2003; Galli et al. 2006).
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Abstract. We report the first record of parasitic larval tapeworms of the genus Spirometra (sparganum) in the

frog Hypsiboas pulchellus. A total of 139 frogs were collected in Uruguay, and two of them presented a single

sparganum (1.4%). One sparganum was found free into the coelomic cavity, and the other was located under

the skin and in the coelomic cavity. The relevance of this finding in Uruguayan amphibians is discussed

along with a review of available data.

Key words: amphibians, parasitic disease, Spirometra, sparganum, zoonoses.

Sparganosis is a cosmopolitan parasitic disease
caused by plerocercoid larvae of tapeworms be-
longing to the genus Spirometra, curently included
in the family Diphyllobothriidae (Platyhelminthes:
Eucestoda; see Kuchta et al. 2008). These larvae are
called sparganum. Adult tapeworms inhabit the
intestine of carnivore mammals (like cats and
dogs), their eggs are spread with faeces and pro-
duce ciliated forms called coracidia, which once
ingested by copepods (primary intermediate host)
develop into procercoid larvae. The procercoid
may develop the plerocercoid larval form in skin
or viscera after ingestion by secondary intermedi-
ate vertebrate hosts, usually amphibians and rep-
tiles (Mueller 1974, Bowman et al. 2002). Spar-
ganosis is an uncommon zoonosis that could be le-
thal, acquired by consumption of water with in-
fected copepods, raw amphibian and reptile meat
or close contact with them, being particularly im-
portant in Asia (Chi et al. 1980, Ausayakhun et al.
1993, Hou et al. 2012).

In Uruguay, the occurrence of plerocercoid
larvae of Spirometra was first reported by Vogel-
sang (1925) in anuran amphibians of the species
Leptodactylus latrans that beared spargana encysted
in forelimb musculature. Also in Uruguay, Wolff-
hiigel and Vogelsang (1926) found sparganum in
native marsupial mammals (Didelphis albiventris
and Lutreolina crassicaudata parnalis). These larvae
were identified as Sparganum reptans, and then
dogs were experimentally infected using them for
completion of the parasitic life cycle, identifying

the adult form as Dibothriocephalus decipiens, cur-
rently in the genus Spirometra. Dei-Cas et al. (1976)
communicated also the finding of sparganum in
some species of reptiles from Uruguay and in
specimens of L. latrans collected in south of the
country, at the Departments of Montevideo,
Maldonado and Rocha. Spontaneous cases of Spi-
rometra in domestic cats were more recently re-
ported from Montevideo by Sampaio et al. (1987).
In this work we communicate the finding of spar-
ganum in anuran amphibians of the species Hypsi-
boas pulchellus (Hylidae) collected in Uruguay.

Between September 2012 and April 2014 a total of 139
specimens of Hypsiboas pulchellus were collected at La
Paloma, Department of Rocha, in southeastern Uruguay,
as part of a monitoring protocol of amphibian diseases.
The specimens were captured at temporary and perma-
nent ponds close to the Atlantic Ocean used for reproduc-
tion; they were apparently in good condition and did not
present weakness, abnormal postures or behaviours.
They were transported to the laboratory, euthanized by
cutaneous application of lidocaine (20%) and dissected for
inspection of the coelomic cavity. They were fixed in for-
malin 10%, preserved in ethanol 70% and deposited in the
herpetological collection of Museo Nacional de Historia
Natural de Montevideo (MNHN). Histological prepara-
tions of worms were done to confirm diagnosis; samples
from the studied specimens were embedded in parafin,
sectioned at 5 pm and stained with haematoxylin and eo-
sin.

Two male frogs (1.4%) were parasitized by a single
worm each, with typical external characters of
sparganum, a flattened, whitish and flexible body
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Figure 1. Sparganosis in the frog Hypsiboas pulchellus from Uruguay. A, sparganum extracted from the
coelomic cavity of an adult male frog MNHN 9503, La Paloma, Rocha (August 2013). Bar = 1 mm. B, adult
male frog MNHN 9504 from the same site (April 2013). Notice the dorsal swelling (arrow). C, specimen
MNHN 9504 with the swelling dissected, a large sparganum can be seen under the skin and extending to

the coelomic cavity through the dorsal musculature (arrow). Bar = 2 mm. D, view of the parasite from the

coelomic cavity (arrows), covered by a thin membrane. (i- intestine; k- kidney. Bar = 2 mm).

presenting an enlarged end with evident trans-
verse wrinkles (Fig. 1A). The frogs, MNHN 9503
and MNHN 9504, measured 32.8 and 36.4 mm of
snout-vent length, and were collected on 17 Au-
gust and 17 April 2013 respectively. They were
collected at a permanent pond used for cattle pro-
duction in a grassland area (34°38'29" S, 54°12'39"
W). In MNHN 9503, the sparganum measured 25
mm, and was found free in the coelomic cavity. In
the second case a sparganum of 47 mm was found
in a swelling of approximately 4 x 2 mm on the
posterior part of the back (Fig. 1B). The parasite
was partially located at this site under the skin,
but about a half of the worm was into the coelomic
cavity through a communication between the dor-
sal muscles. This sparganum was covered by a
thin and translucent membrane (Fig. 1B-D). Ex-
amination of worm histologic preparations
showed some characteristic anatomical features of
cestodes such as a thick external cuticle, lack of di-
gestive tract, groups of muscle fibers in the paren-
chyma and the presence of calcareous corpuscles.
In the present study, the frog Hypsiboas pul-
chellus is reported as an intermediary host of Spi-

rometra for the first time. This frog species has
mostly terrestrial habits and fed mainly on terres-
trial prey (Maneyro & da Rosa 2004). The acquisi-
tion of plerocercoid larvae in non-aquatic am-
phibians like H. pulchellus probably occurs during
the anuran larval phase, by the accidental con-
sumption of infested copepods (Venturini 1989).
The prevalence of sparganum in the studied sam-
ple was low (1.4%) as also the parasitic load, one
larva in each host. Some reports on amphibian
sparganosis documented low parasitic loads (Vo-
gelsang 1925, Gomez-Puerta et al. 2010). However,
the parasitic load and incidence of sparganosis in
amphibians could be high (Cui et al. 2011, Bezerra
et al. 2012), causing a severe disease condition
(Berger et al. 2009). It must be noticed that the ob-
servation of rather low parasitic loads is strongly
influenced by sample size because high concentra-
tions of parasites are unusual events in host popu-
lations (Poulin 2013). In our case, studied frogs
seemed to be not severely affected by relatively
large spargana. Most of previous reports in am-
phibians described small spargana, measuring be-
tween of 2 and 32 mm (Vogelsang 1925, Gomez-
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Puerta et al. 2010, Bezerra et al. 2012). Berger et al.
(2009) found spargana of Spirometra erinacei in
amphibians of Australia with size up to 50 mm.
The location of spargana in adult amphibians is
variable, these migrant parasitic larvae can be pre-
sent in the subcutaneous tissue, muscles, coelomic
epithelium, liver or they are just free in the
coelomic cavity (Rego & Schiffer 1992, Berger et
al. 2009, Bezerra et al. 2012). As far as we know,
the double location of a single larva we observed
in the specimen MNHN 9504, subcutaneous and
coelomic, is novel.

In Uruguay there are only two recorded cases
of human sparganosis, probably caused by the in-
gestion of water contaminated with copepods
(Osimani & Peyrallo 1954, Sakamoto et al. 2003).
The risk of acquiring the disease in this country by
the use of amphibians is extremely low as am-
phibians are not used in folk medicine and human
consumption of amphibian meat is limited to Lep-
todactylus latrans, but it is extraordinary.

The species of Spirometra affecting amphibians
in South America remains to be further character-
ized. The incidence and pathogenicity of its plero-
cercoid larvae in amphibian populations also
merit more studies, as Spirometra has a broad host
range and many species could be potentially af-
fected (Berger et al. 2009). Coastal Uruguay is be-
ing rapidly urbanized and an increment of domes-
tic dogs and cats that are final hosts of Spirometra
may enhance infestations in intermediate hosts,
like amphibians. This effect on wildlife was docu-
mented for other parasitic diseases as sarcoptic
mange and toxoplasmosis (Dickman 1996, Skerrat
etal. 1999).
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ABSTRACT:  We present gross and histologic formalin, and deposited at the herpetolo-
evidence of coinfection in amphibians by gic collection of Museo Nacional de
fungal-like parasites of the order Dermocystidia  [1istoria Natural de Montevideo (MNHN).

(Amphibiocystidium sp.) and the fungus Ba- . . ‘
trachochytrium dendrobatidis. The condition Voucher specimens and collection data are

was observed in frogs Hypsiboas pulchellus the following: MNHN 9477, Valentines
(Hylidae) from Uruguay in 2009 to 2012. This  (33°15'S, 55°06"W) September 2009;
report is the first of dermocystids in Neotrop- MNHN 9478, La Paloma (34°38’S,
ical amphibians since 1940. 54°12'W) August 2011; MNHN 9479, Rio
Tacuari (32°35’S, 54°04'W) August 2012
(Fig. 1). Skin samples were embedded in
order Dermocystidia have been known paraffin, sectioned at 5 pm, and stained
since the early 20th century (Pérez 1907). iy, hematoxylin and eosin. Some nodules
These parasites, grouped in the genus \ere fixed in 3% glutaraldehyde, embed-
Amphibiocystidium, are present in Eu-  ded in epoxy resin, and ultrathin sections
rope and North and South America and  tained with lead citrate and uranyl acetate
cause a disease that is recognized by the for electron microscope examination.
presence of characteristic skin nodules Hypsiboas pulchellus is a common
(Gonzilez-Hernandez et al. 2010). Their species at the study sites, and we did not
life cycle and the mechanisms of infection  ghserve dead or moribund frogs. By the
are virtually unknown (Gonzilez-Herndn-  time studied specimens were collected, we
dez et al. 2010). In contrast, much could only capture a few additional
research has focused on the chytrid fungus  ipndividuals. The numbers of specimens
Batrachochytrium dendrobatidis (Chytri-  \ith skin nodules/specimens captured at
diomycota), which is associated with each site were 1/2, 1/1, and 1/15 for
amphibian mortality and declines world-  valentines, L.a Paloma, and Rio Tacuari,
wide (Vredenburg et al. 2010). This fungus respectively. Studied specimens (Fig. 2A)
may cause skin erosions and hyperkerato- were collected while calling at breeding
sis (Voyles et al. 2009). sites in temporary ponds and did not
We present evidence of natural coin- present abnormal postures or behavior;
fection of both pathogens in frogs from they were apparently in good condition
Uruguay. While doing fieldwork in south- according to their general aspect and
ern and eastern Uruguay to inventory muscle mass. Spherical nodules, some
amphibians, we observed three adult covered by ulcerated skin, were present
males of Hypsiboas pulchellus presenting mostly on the head and dorsum (MNHN
a nodular skin disease. They were col- 9477, 9479) or the belly (MNHN 9478).
lected and transported individually to One specimen presented clusters of nod-
the laboratory, euthanized by cutaneous ules in the skin over the urostyle (MNHN
application of lidocaine 20%, fixed in 9477). Nodules contained spherical cysts

Amphibian fungal-like pathogens of the

150



Ficure 1. Localities of studied specimens of the
frog Hypsiboas pulchellus in Urugay: 1=Rio Tacuarf;
2=Valentines; 3=La Paloma.

of approximately 520-540 pm (Fig. 2B)
full of eosinophilic fungal-like microor-
ganisms of 5-9 pum (Fig. 2C, D), and
limited by a capsule (Fig. 2E). Vegetative
reproductive structures were observed
(Fig. 2C). The spores usually presented a
large inclusion that pushed the cytoplasm
and nucleus to the periphery (Fig. 2D).
There were no evident inflammatory
reactions in the surrounding tissue. Active
B. dendrobatidis infection was observed in
the three frog specimens, as determined
by the presence of mature sporangia in
histologic preparations (Fig. 2E).

The nodular disease observed is similar
to previous reports of amphibian dermo-
cystid skin infection (Pascolini et al. 2003;
Gonzilez-Hernandez et al. 2010). Until
new evidence is obtained, we tentatively
refer to the parasites found in H. pulchel-
lus as Amphibiocystidium sp. The only
previous report of dermocystids in Neo-
tropical amphibians is the description of
Amphibiocystidium hylarum in frogs from
southeastern Brazil (Carini 1940). Our
specimens were collected approximately
1,500 km further south, suggesting a wide
distribution of dermocystid infection in
Neotropical amphibians. Infection by B.
dendrobatidis in native amphibians is
known from a few localities in northern
and coastal southern Uruguay (Borteiro
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et al. 2009). Our findings of this pathogen
at Valentines and Rio Tacuari are the
first for central and northeastern Uruguay,
respectively.

Coinfection of B. dendrobatidis with
other eukaryotic skin pathogens has not
been previously documented in free-living
amphibians. Green and Kagarise Sherman
(2001) identified B. dendrobatidis and
Amphibiocystidium penneri in toads (Ana-
xyrus canorus) inhabiting the same site but
did not observe a true coinfection. Groner
and Relyea (2010) reported dermal cysts
presumably due to Amphibiocystidium
viridescens in populations of newts No-
tophthalmus viridescens infected by B.
dendrobatidis but without further detail.

We are unaware on how dermocystid
parasites and the coinfection with B.
dendrobatidis can affect native amphibi-
ans in Uruguay. Further research is
needed to study the possible interaction
between the pathogens in amphibian skin
and whether skin damage by B. dendro-
batidis would facilitate dermocystid infec-
tion or vice versa.
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Recent findings of the declining frog Pleurodema bibroni Tschudi,
1838 (Anura: Leiuperidae) in Uruguay

Francisco Kolenc'*, Claudio Borteiro', Enrique M. Gonzalez'!, Diego A. Barrasso?, and Carlos Prigioni'

Pleurodema bibroni (Fig. 1) was formerly widespread
and abundant in Uruguay, being a frog commonly
collected by the naturalists of the 19th century who
visited the northern shore of the River Plate. For
example, A. d’Orbigny, C. Darwin, and M. Jiménez de
la Espada brought specimens to Europe which resulted
in multiple descriptions of it (Tschudi, 1838; Bell, 1843;
Jiménez de la Espada, 1875).

The species was common in much of southern Uruguay
at least until the mid-1970s or early 1980s, when it
seems to have suffered a sudden, severe and widespread
decline (for a historical review and a defence of the
case for a recent decline, see Kolenc et al., 2009). Apart
from Uruguay, P. bibroni is known from north-eastern
Rio Grande do Sul state, Brazil, where no findings
were reported after 1973 (Braun, 1973), although some
specimens preserved in natural history collections
were collected in 1976 (Kolenc et al., 2009). Recently,
some specimens collected in north-eastern Paraguay in
1893-1894 and previously confused with Physalaemus
fuscomaculatus (Cei, 1990) were identified as P. bibroni
(Kolenc et al., 2011). There are no later records of this
species in Paraguay (Brusquetti and Lavilla, 2006).
Assessments of the conservation status of P. bibroni
considered this species as “near threatened” globally
(Silvano et al., 2004) and “vulnerable” in Uruguay
(Canavero et al., 2010). The cause of the decline of
many populations is unknown: habitat destruction may
be associated with vanished populations in some coastal
areas, but the species also disappeared from relatively
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unaltered habitats (Kolenc et al., 2009). Other possible
causes are climate change and chytrid infection.
Although the presence of chytrids was demonstrated
in sites where the species was extirpated, it was also
detected in one of the few remaining populations
(Borteiro et al., 2009; Bardier et al., 2011).

Intensive fieldwork recently led to the finding of some
remnant populations of this species in Uruguay (Natale
and Maneyro, 2008; Kolenc et al., 2009). Since the
last review in 2009, some new localities inhabited by
Pleurodema bibroni were found. In this paper we report
these localities and present an updated map of the places
where this species is known to occur at present. We
include in this last category those records since 2000,
which except for one are posterior to 2007. Voucher
specimens are housed in the herpetological collection of
the Museo Nacional de Historia Natural de Montevideo,
Uruguay (MNHN).

The new localities of Pleurodema bibroni are the
following:

Uruguay, Departamento de Canelones, Balneario
Jaureguiberry, 34.77° S; 55.41° W; altitude 5 m a.s.l.;
MNHN 9455: Many males were calling at night on 20

Figure 1. Male of Pleurodema bibroni from Valentines,
Departamento de Treinta y Tres, Uruguay.
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Figure 2. Updated map with the localities where Pleurodema bibroni is currently known to occur in Uruguay. Black dots represent

records based on Kolenc et al. (2009) and red dots represent the new records. 1) Jaureguiberry, Canelones; 2) Laguna de las
Nutrias, Rocha; 3) km 248-255 Route 10, Rocha; 4) several localities in the surroundings of Barra de Valizas and Refugio de Fauna
Laguna de Castillos, Rocha; 5) Cerro Verde, Rocha; 6) Ciudad de Treinta y Tres, Treinta y Tres (recorded call, not vouchered);

and 7) Valentines, Treinta y Tres.

June 2011 from a temporary pond, close to the shore
of the Solis Grande Stream. Two amplectant pairs were
observed.

Uruguay, Departamento de Rocha, Laguna de las
Nutrias, 34.68° S; 54.28° W; altitude 9 m a.s.l.; MNHN
9457, 9458: Two specimens were collected with pit-fall
traps on 20 December 2011 as a result of faunal surveys.
No additional specimens were observed.

Uruguay, Departamento de Treinta y Tres, Valentines,
33.25° S; 55.11° W; altitude 280 m a.s.l.; MNHN 9456:
Some males were calling at night on 5 July 2009, on
a temporary pond on a prairie at hilly landscapes. Two
clutches were observed. We found tadpoles of this
species on later visits to this pond, on 17 August 2009
and 5 September 2009.

The new localities presented herein significantly
extend the known current presence of the species
(Fig. 2), although all of them fall within its historical

geographic range. These new findings may correspond
to remnant populations, since they appear isolated.
Intensive searches in areas close to the ponds at
Valentines and Jaureguiberry on repeated occasions
resulted in no additional findings, and previous surveys
in surrounding areas were negative (see comments in
Kolenc et al., 2009). The pond at Valentines occurs in a
prairie with cattle, with no remarkable differences with
the landscapes of surrounding areas. On the contrary,
the pond at Jaureguiberry occurs on a relic of riparian
plains, next to urbanized zones. Historical records before
1975 close to both localities are common (Nuiiez et al.,
2004; Kolenc et al., 2009; Prigioni, Borteiro and Kolenc,
2011). The finding at Laguna de las Nutrias, at the south-
western shore of Laguna de Rocha is very interesting,
since the eastern and south-eastern shores of this last
lagoon (only eight km distant) were intensively and
repeatedly searched for the last ten years with negative
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results, and chytrid fungus infection is widespread in the
ampbhibians of this place (Borteiro et al., 2009; Borteiro
and Kolenc, unpublished results). The last documented
finding of Pleurodema bibroni close to Laguna de las
Nutrias dates from 1991, at La Paloma Resort, 12 km to
the north-east (Kolenc et al., 2009).

The new findings of Pleurodema bibroni in Uruguay
highlight the value of intensive surveys, as more remnant
populations are likely to occur. Additional studies are
needed to assess the current status of extant populations
of this species and to identify the causes of its historical
decline.
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