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Capitulo 1: Introduccion, objetivos y
metodologia

La crisis global de anfibios

Estamos viviendo la era del antropoceno en el planeta tierra, asociada a efectos sin
precedentes sobre la biota. La magnitud, y sobre todo la tasa de cambio y degradacion de la
biodiversidad, parecen no tener precedentes historicos (Barnosky et al. 2011). Esto ha llamado la
atencion publica a nivel global y existe un sinnimero de iniciativas de los estados y las
organizaciones civiles para lograr detener o revertir este proceso. A pesar de dichas iniciativas
internacionales, las tendencias de los diferentes indicadores de conservacion de la biodiversidad
se mantienen mayormente negativas (Butchart et al. 2010). En tal sentido, las Listas Rojas de la
Uniodn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) son un buen indicador de esta
crisis global. Dichas listas son el inventario mas completo del estado de conservacion de la
biodiversidad a nivel mundial, categorizando mediante un conjunto de criterios el riesgo de
extincion a los diferentes taxa. Analizando los nimeros que arroja esta categorizacion podemos
observar que la situacion es alarmante: una buena parte de los vertebrados del mundo se
encuentran bajo alguna categoria de amenaza, en un rango que va desde un 14% correspondiente

a las aves a un 41% correspondiente a los anfibios (Hoffmann et al. 2010).

La situacion de los anfibios es la mas preocupante entre los vertebrados. Hace mas de 60
afnos se advirtio que las poblaciones nativas de ranas utilizadas para el consumo humano en
EEUU, especialmente la rana toro Lithobates catesbeianus (Shaw 1802), estaban disminuyendo
(Dickerson 1969). Ya desde esa época se plantearon como posibles causas la destruccion de su
habitat, los contaminantes y la sobreexplotacion. Sin embargo, recién en 1989, en el marco del
primer Congreso Mundial de Herpetologia, se logré una perspectiva global del declive de los
anfibios (Collins et al. 2009). Este fenomeno de declive global configura una situacion de una
escala no conocida en nuestra época, comparable en magnitud de la extincion de los dinosaurios

(Wake y Vredenburg 2008). Esto provoc6 un Ilamado de atencidén internacional muy



significativo por sefialar la gran escala del fendmeno, pero ademas por plantear dos causas
comunes previamente ignoradas: las especies exoéticas invasoras (Kraus 2009) y las
enfermedades infecciosas (Olson et al. 2013). Si bien la mayor causa sigue siendo la pérdida de
habitat, esto se agravo por la suma de estas “nuevas” amenazas, que actuan atn dentro de las

areas protegidas, al igual que el cambio climatico (Li et al. 2013).

En respuesta a esto, se estan implementando diferentes planes para la conservacion de los
anfibios, con estrategias diversas y planteando frecuentemente mas cuestionamientos que
soluciones (Collins et al. 2009; Bishop et al. 2012; Beebee 2014; Nori et al. 2015; Meredith et al.
2016). Si bien existe un consenso entre investigadores y conservacionistas acerca de la
importancia de la conservacion del habitat y de las areas protegidas, esta estrategia per se no
siempre estd resultando util; muchos anfibios estdn declinando dentro de las mismas areas
protegidas (Geldmann et al. 2013). Por supuesto que los programas de monitoreo en areas
agricolas y urbanas también muestran fuertes caidas poblacionales, probablemente debidas a las
causas antes mencionadas, sumadas a las caracteristicas propias del avance de la frontera
agricola y la urbanizacion (Nori et al. 2015). Las grandes dificultades para conservar a ciertas
especies en el medio natural ha llevado a generar una corriente de promocién de manejo ex situ
como una opcion urgente que pretende aislar algunas poblaciones de anfibios de sus amenazas
(Griffiths y Pavajeau 2008; Harding et al. 2015). Sin embargo, los resultados a largo plazo de
estos programas de cria en cautiverio son cuestionables, debido a que atin se conoce poco de la
historia natural, inmunologia y genética de este grupo, por lo que no seria una estrategia
sostenible en el tiempo. La posibilidad de una reintroduccion rapida deberia ser la condicion
imprescindible para dichos programas, pero esta sigue estando restringida por la persistencia de

las amenazas en el medio natural (Griffiths y Pavajeau 2008).

La situacion global de los anfibios resulta comprometida y la gestion de su conservacion
parece estar siendo limitada por las herramientas existentes. Sin duda, el éxito a largo plazo esta
condicionado por el mantenimiento del habitat de las diferentes especies y por una comprension
profunda de las amenazas existentes, que permita la generacion de medidas eficientes de
mitigacion. Esto ultimo, solo sera posible mediante una intensificacion de la investigacion y el

desarrollo del conocimiento compartido en la comunidad internacional, uno de los mayores



desafios para la conservacion en nuestros tiempos (Smith y Sutherland 2014).
Desafios para la conservacion de los anfibios en Uruguay

En Uruguay ocurren 47 especies de anfibios anuros nativos y una especie de cecilia,
Gymnophiona (Carreira y Maneyro 2015). Considerando la ubicacidon de nuestro pais, podemos
encontrar anfibios tipicos de las pampas, asi como especies que encuentran aqui sus limites de
distribucion tanto del sur de Brasil como del limite litoral con Argentina. Algunas de las especies
nativas tienen en nuestro pais una parte importante de su distribucion global, como algunos
anuros serranos o costeros. Contamos con una relativamente importante diversidad de anuros,
correspondientes a diferentes eco-regiones. Asi tenemos tanto especies de amplia distribucion
(distribuidas en todo el pais), como especies asociadas a diferentes paisajes. Entre estas ultimas,
cabe destacar ensambles de anuros tipicos del litoral del Rio Uruguay, de la costa sobre el Rio de
la Plata y el Océanos Atlantico, o de las Serranias del Este (Brazeiro et al. 2012). Justamente, son
estos ambientes los que albergan a la mayor diversidad de anfibios (Nunez et al. 2004; Kolenc et
al. 2009; Laufer et al. 2009b; Canavero et al. 2010; Prigioni et al. 2011; Maneyro y Carreira
2012; Carreira y Maneyro 2015).

Al igual que en el resto del mundo, una de los mayores amenazas a la conservacion de
anfibios en Uruguay es la pérdida y degradacion de habitat. El avance de la frontera agricola
(especialmente asociada a la forestacion con eucaliptus y el cultivo de soja), la intensificacion de
la ganaderia, la industrializacion y la urbanizacion, son las principales amenazas a la
biodiversidad nativa de anfibios (Clavijo et al. 2013). Lamentablemente, tal vez el mayor
problema sea la escasa informacion que tenemos acerca de la historia natural y el estado actual
de la mayor parte de las especies que habitan en nuestro pais. En este sentido, cabe destacar que
si bien el conocimiento de las amenazas y el estado de conservacion de nuestra anurofauna se ha
incrementado en forma importante en la ultima década, el mismo sigue siendo limitado,
fragmentado, y en gran parte anecddtico y poco sistematizado (Laufer et al. 2008; Borteiro et al.
2009; Kolenc et al. 2009; Canavero et al. 2010; Toranza 2011; Brazeiro et al. 2012; Gobel 2013;
Toranza y Maneyro 2013; Cortizas 2014). De hecho, no existe para Uruguay un plan de accion

consensuado que plantee medidas concretas para la conservacion de los anfibios nativos.



En los tltimos afios se han realizado una serie de evaluaciones del estado de conservacion
de los anfibios de Uruguay por diferentes autores y con diferentes objetivos o estrategias. Arrieta
y colaboradores (2013) analizan el estatus de las especies de anfibios uruguayas, concluyendo
que el 44% de las mismas resultan prioritarias para la conservacion, el 42% se encuentran
amenazadas y el 40% requieren de esfuerzos de proteccion dentro del Sistema Nacional de Areas
Protegidas SNAP. Laufer (2012) analiza la susceptibilidad de los anfibios del Uruguay al cambio
climatico, encontrando que seis especies de anuros serian mayormente vulnerables a este
fenomeno y por tanto deberian ser priorizadas. Finalmente, Carreira y Maneyro (2015) realizan
una categorizacion nacional de anfibios siguiendo los criterios de la UICN, y proponen que 12 de
las especies se encuentra bajo algin grado de amenaza, estando tres de estas categorizadas como
“en peligro critico”, ocho “en peligro” y una como “vulnerable”. En resumen, existe un consenso
en que una buena parte de las especies de anfibios uruguayos se encuentran bajo algiin grado de

peligro, por lo que resulta primordial evaluar las amenazas y buscar medidas para manejarlas.

Dos amenazas recurrentes para los diferentes autores, son la introduccidén de especies
exodticas invasoras y las enfermedades. Una especie exotica de alto riesgo que ha sido registrada
en Uruguay es la rana toro, Lithobates catesbeianus (Laufer et al. 2008; Ruibal y Laufer 2012).
Ademas, una serie de enfermedades infecciosas han sido reportadas para nuestro pais, como la
quitridiomicosis, causada por el hongo patogeno Batrachochytrium dendrobatidis (Mazzoni et al.
2003; Borteiro et al. 2009; Bardier et al. 2011), el Ranavirus (Galli et al. 2006), los
Dermocystida de los géneros Sphaerothecum 'y Rhinosporidium (Borteiro 2016), y la
esparganosis causada por tenias de Spirometra (Borteiro et al. 2015). Tanto para la rana toro,
como para la amenaza de las enfermedades, existe un vacio de informacién local y regional que
debe ser llenado con estudios de terreno y laboratorio, priorizando evaluaciones sobre sus

interacciones con las comunidades nativas.
La rana toro Lithobates catesbeianus

En diferentes regiones del mundo se ha evidenciado el fuerte efecto de la introduccion de
depredadores tope sobre las comunidades de anfibios (Hecnar y M’Closkey 1997a; Kats y Ferrer
2003). La evidencia indica que los grandes depredadores que estan en contacto con sistemas

acuaticos son los de mayor riesgo, entre ellos encontramos los grandes peces, como pueden ser
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los salmoénidos, los cangrejos de rio, e incluso algunas especies de anuros que invaden y afectan
negativamente a las comunidades de anfibios nativos (Pearl et al. 2005; Havel et al. 2015). Entre
estos ultimos cabe resaltar a la rana africana de uiias Xenopus laevis que fue comercializada en el
mundo por su uso como animal de laboratorio y como mascota. Hoy ocurren invasiones esta
especie en varios sitios del mundo, siendo las mas estudiadas las de Europa y Chile (Lobos y

Jaksic 2005; Measey et al. 2012).

Tal vez la especie mas problematica por su persistencia como invasora y por sus efectos
sea la rana toro, Lithobates catesbeianus, un anfibio originario de la costa este de Norteamérica.
Este es uno de los anfibios mejor conocidos por la ciencia, desde multiples enfoques (Peters
1994; Cooper Jr. 2011; Cecilia Silva de Castro 2014). Histéricamente se cosechod a la rana toro
en su distribucidn original para el consumo humano. Es asi que las primeras invasiones de rana
toro ocurren en el oeste de Estados Unidos, al traslocarla intencionalmente fuera de su
distribucion nativa con el fin de que sus poblaciones asilvestradas sirvieran como fuente de
alimento para humanos (Adams y Pearl 2007). Posteriormente, asociado a la expansion del gusto
por el consumo de carnes exoticas, esta rana fue utilizada como especie de acuicultura e
introducida en diferentes sitios de Asia, Europa y Sudamérica. Estas introducciones fueron tanto
para realizar liberaciones deliberadas como para su cria en sistema cerrados, pero en ambos
casos se terminaron estableciendo poblaciones ferales que se transformaron en un problema para
la biodiversidad nativa (Lowe et al. 2000; Ficetola et al. 2007; Cunha y Delariva 2009; Kraus
2009; Bai et al. 2012; Lin et al. 2013).

La rana toro es un anuro acuatico de gran tamaio relativo durante toda su ontogenia,
tanto en estado larval como adulto. Una hembra adulta puede superar los 18 cm de longitud de
hocico a cloaca y los renacuajos pueden medir hasta 18 cm de longitud del hocico a la punta de
la cola (Bury y Whelan 1984). Por su tamafio y comportamiento es una especie muy conspicua,
especialmente durante la temporada reproductiva cuando los machos vocalizan un sonido
caracteristico similar al de un toro, lo que le da su nombre comun (Capranica 1968). Si bien son
capaces de utilizar una amplia gama de sistemas dulceacuicolas como habitat, prefieren los
cuerpos de agua Iénticos permanentes de tamafo pequefio o mediano, con vegetacion emergente.

Incluso, se les encuentra frecuentemente en distintos tipos de reservorios de agua para consumo
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humano, animal o riego (Gahl et al. 2009; Cook et al. 2013). De hecho, el tipo de uso productivo
del agua superficial puede determinar el éxito de establecimiento, la distribucion y la velocidad

de dispersion esta especie (Doubledee et al. 2003; Ficetola et al. 2010).

Todo su ciclo transcurre dentro del agua, desde las masas gelatinosas donde las hembras
ponen mas de 20.000 huevos, pasando por sus larvas que pueden persistir en esta fase por varios
afos, hasta metamorfos y adultos. Si bien luego de la metamorfosis son capaces de moverse por
el medio terrestre, utilizan muy poco este medio, restringiéndolo principalmente a ciertos
momentos de forrajeo y dispersion (Gahl et al. 2009; Wang y Li 2009). Su reproduccion es
estacional, ocurriendo en primavera, con la formacion de coros e incluso /eks (Emlen 1976; Ryan
1980). Una vez eclosionadas, las larvas se alimentan de una gran diversidad de algas, pequefos
invertebrados y huevos (Ruibal y Laufer 2012). Luego, el adulto se alimentan de una gran
diversidad de presas, desde invertebrados hasta mamiferos y aves, actuando como depredadores
tope y estructuradores de las comunidades (Hecnar y M’Closkey 1997b; Krupa 2002; Wu et al.
2005; Boelter y Cechin 2007; Yiming et al. 2011). Sin duda todos estos atributos hacen a la rana
toro una especie muy plastica y tolerante a condiciones ambientales, y han favorecido su

invasion y establecimiento (Kraus 2009).

Una vez establecida, la rana toro es capaz de depredar fuertemente sobre presas nativas,
competir con el ensamble de anuros y transmitir enfermedades. Sus renacuajos abundantes
alteran el ambiente acuatico. Se ha reportado desde un descenso en riqueza y abundancia de las
especies nativas, hasta el cambio en estructuras comunitarias o interferencias acusticas, asociadas
a la invasion de la rana toro (Adams y Pearl 2007; Kiesecker y Blaustein 2008; Kraus 2009;
Dodd 2010; Both y Grant 2012).

En Sudamérica, el pais que promovié y liderd la introduccion de la ranas toro para
acuicultura fue Brasil, con un gran desarrollo de su cria en granjas ranicolas (Cunha y Delariva
2009). Luego, varios paises de la region imitaron este ejemplo de produccidn, para lo cual
introdujeron ejemplares importados desde Brasil. Es en este contexto que Uruguay introduce la
rana toro en los afos 80 bajo la promocién del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (a
través de la Direccion Nacional de Recursos Acuaticos) y la Universidad de Republica (a través

del Instituto de Investigaciones Pesqueras de la Facultad de Veterinaria) y la inversion de una
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serie de productores privados, llegando al nimero aproximado de 19 granjas de ranas (Mazzoni
2001; Carnevia 2008). A pesar del riesgo que implicaba la introduccién de esta especie, no existe
ningin relevamiento ni andlisis de riesgo oficial disponible del numero exacto de
establecimientos que funcioné en Uruguay, su estado actual y el destino de los animales de los

que dejaron de funcionar.

Contrariamente a lo esperado, desde un principio los técnicos ignoraron o subestimaron
el riesgo asociado esta especie, a pesar de la fuerte evidencia existente ya en esas fechas sobre la
capacidad de la rana toro de invadir y tolerar el clima de nuestras latitudes (Korschgen y Moyle
1955; Willis et al. 1956; Emlen 1968; Wiewandt 1969; Lillywhite 1970; Lillywhite 1971; Moyle
1973; Ryan 1980). Por diversos motivos, tales como la no factibilidad del negocio, la falta de
conocimiento técnico y la subestimacion del costo econdmico, los criaderos fueron cerrando y no
se realizd ningun tipo de control sobre el destino de los ejemplares que ellos mantenian en
cautiverio. Es asi que para principios de la primer década del 2000 dejaron de funcionar la casi
totalidad de las granjas de rana en Uruguay. En el afo 2005, en las proximidades de donde
funciond una de esas granjas en Rincon de Pando, Canelones, se detectd la primer poblacion
asilvestrada de la especie. Desde este primer registro, se evidenciaron efectos negativos de L.
catesbeianus sobre la biodiversidad nativa (Laufer et al. 2008). Posteriormente, en el marco del
Proyecto Invasiones Acuaticas de la Seccion Zoologia de Vertebrados de la Facultad de
Ciencias, Universidad de la Republica—Iiderado por Matias Arim y financiado por el programa
PDT (Direcciéon de Ciencia y Tecnologia, Ministerio Educacion y Cultura)—se reporta la
presencia de dos nuevas poblaciones en las localidades de Paraje Bizcocho, Soriano y Paraje
Acegua, Cerro Largo (Laufer et al. 2009a). Recientemente, Lombardo y colaboradores (2016)
reportan la ocurrencia de un cuerpo de agua invadido en la localidad de San Carlos, Maldonado.
En todos los casos, los reportes fueron de poblaciones relativamente pequeiias, encontrando a la

rana toro en una etapa temprana de invasion.

Los registros de Uruguay se deben considerar en el contexto de la invasion corriente en el
cono sur de Sudamérica, donde la rana toro aparece como la especie herpetologica exdtica mas
persistente al este de los Andes. Su invasion crece en la region tanto por el avance de las

poblaciones del sur de Brasil, las de Cordoba Argentina, como por la aparicion de nuevos focos
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en las provincias argentinas de San Juan, Mendoza, Salta, y Misiones (Giovanelli et al. 2008;
Akmentins et al. 2009; Kraus 2009; Akmentins y Cardozo 2010; Both et al. 2011; Nori et al.
2011a; Sanabria et al. 2011b; Sanabria et al. 2011a). Los modelos de nicho indican que la region
es adecuada para el establecimiento de poblaciones de rana toro (Ficetola et al. 2007; Nori et al.
2011b), por lo que se deberia considerar a la invasion de este anfibio como un problema

preocupante para la conservacion de la biodiversidad regional.

La presencia de quitridiomicosis en las invasiones de rana toro de la region también
resulta preocupante. La rana toro podria tener un rol de vector, por su resistencia y la baja
prevalencia recurrente en todas sus poblaciones (Garner et al. 2006; Schloegel et al. 2012;

Gervasi et al. 2013; Huss et al. 2013).
El hongo patogeno quitridio Batrachochytrium dendrobatidis

A finales de los afios 90 se reportaron eventos de mortalidad masiva e importantes
declinaciones de poblaciones de anfibios en areas protegidas o relativamente bien conservadas,
especialmente en América Central, el Caribe y Australia (Collins et al. 2009). Estos eventos
fueron rapidamente asociados a la quitridiomicosis, una enfermedad infecciosa causada por un
hongo quitridio patdégeno acuatico, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), un consumidor de la
queratina presente en la piel de anfibios que recientemente habia sido descripto (Berger et al.
1999; Longcore et al. 1999; Collins and Storfer 2003; Skerratt et al. 2007; Fisher et al. 2009;
Collins et al. 2009). Esta noticia preocupo a la comunidad cientifica y los conservacionistas, por
tratarse de una fuerte amenaza poco visible y de muy dificil control. Es asi que se generaron
diversas lineas de investigacion de campo y laboratorio, y la implementacion de diferentes
estrategias de conservacion tanto in sifu como ex situ, que buscaban contrarestar las amenazas y
mantener a las especies en criticamente amenzadas (Skerratt et al. 2007; Fisher et al. 2009;
Collins et al. 2009). En este contexto se iniciaron una serie de estudios de investigacion,
logrando determinar al dia de hoy que el quitridio se encuentra practicamente en todos los sitios
donde hay anfibios (Borteiro et al. 2009; Rosenblum et al. 2013; Olson et al. 2013; Hirschfeld et
al. 2016), que existe una serie de cepas diferentes y posiblemente con efectos diferentes (Bataille
et al. 2013; Lips 2014) e incluso una especie del mismo género que afecta a las salamandras,

Batrachochytrium salamandrivorans (Martel et al. 2013). Se logro determinar que los efectos de
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Bd pueden diferir entre poblaciones y especies (Bielby et al. 2015; Bradley et al. 2015) y que
este hongo es muy sensible a la desecacién y a ciertos tratamientos anti-fingicos (Forrest y
Schlaepfer 2011; Woodhams et al. 2012), pero que sin embargo su infeccién es muy persistente
en condiciones humedas (Kriger y Hero 2007; Kriger et al. 2007). Si bien no esta claro si el
quitridio es la causa primaria del declive global de anfibios, sin duda es una de las variables que
esta interactuando en este complejo fendémeno (Young et al. 2001; Blaustein et al. 2010; Voyles

etal. 2011; Li et al. 2013; Buck et al. 2015; Van Rooij et al. 2015; Lips 2016).

A pesar de ser una especie nueva para la ciencia, mucho se ha avanzado en su
conocimiento en los ultimos anos. El hongo B. dendrobatidis tiene dos etapas principales en su
ciclo de vida, la de dispersion consistente en zoosporas moviles con un unico flagelo
posteriormente dirigido, y la reproductiva consistente en zooesporangios en la piel de los
anfibios. Si bien los zooesporangios producen esporas en forma asexual, se ha observado que
este hongo puede tener también reproduccion sexual (Longcore et al. 1999; Berger et al. 2005;
Farrer et al. 2013). El crecimiento y la supervivencia de Bd es optimo entre 17 y 25 °C y en un
pH entre 6 y 7 (Johnson et al. 2003; Piotrowski et al. 2004). Por su baja tolerancia a la
desecacion, especialmente en sus zoosporas de vida libre, se entiende que los sistemas acudticos
actllan como reservorios y sitios de infeccion (Rachowicz et al. 2004; Kriger y Hero 2007; Grant
et al. 2008; Garmyn et al. 2012). Incluso, recientemente se ha presentado evidencia de dispersion
de esporas por vias naturales abidticas, lo que hace ain mas compleja la comprension de este

patogeno (Kolby et al. 2015).

Las zooesporas de B. dendrobatidis infectan las zonas queratinizadas de la epidermis de
los anfibios postmetamorficos (generando la proliferacion de células de queratina y una
hiperqueratosis sobre todo en la region ventral y pélvica, y en los digitos) y el disco oral de las
larvas (generando la pérdida total o parcial de sus piezas bucales) (Fellers et al. 2001; Marantelli
et al. 2004). Estas alteraciones vuelven mucho mas grueso al tejido epidérmico, afectando su
integridad y funcidn, y generan la posterior pérdida de la homeostasis que puede llevar a la
muerte del individuo (Berger et al. 1999; Daszak et al. 2003; Briggs et al. 2005; Knapp y Morgan
2006; Brem et al. 2007; Voyles et al. 2007; Kilpatrick et al. 2010). Sin embargo hoy parece claro

que en la mayoria de los casos la infeccion por Bd no lleva necesariamente a la muerte del
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individuo. Las consecuencias de la quitridiomicosis no son iguales para todos los anfibios,
pudiendo identificarse especies o poblaciones resistentes, tolerantes y susceptibles. La evolucion
clinica de la infeccion depende del estado del anfibio, de la virulencia de la cepa infectante y de

los determinantes ambientales (Carey et al. 2006; Kriger y Hero 2006; Ruggeri et al. 2015).

La idea inicial de una desaparicion répida de los anfibios a nivel global por la llegada de
Bd, surgi6 de estudios de campo que evidenciaron efectos importantes y muy notorios (Berger et
al. 1999; Skerratt et al. 2007; Wake y Vredenburg 2008). Sin embargo, posteriormente, la
evidencia ha mostrado que mientras que algunos anfibios mueren con infecciones menores de
Bd, otros son capaces de mantenerse sanos y exhibir escasa mortalidad (Savage et al. 2011). A
partir de esta nocidén de que la quitridiomicosis no implica mortalidad, se abre una serie de
preguntas acerca del costo de la infeccion con quitridio. A nivel ecologico se ha determinado que
la infeccion con quitridio podria afectar interacciones ecologicas tales como la competencia y la
depredacion, e incluso aumentar la susceptibilidad al estrés ambiental (Johnson et al. 2003;
Parris and Cornelius 2004; Briggs et al. 2005; Han et al. 2011; Kleinhenz et al. 2012; Buck et al.
2015). La suma de estos factores implicaria una posible degradacion en la genética poblacional y

reduccion del fitness individual por presencia de la infeccion (Allentoft y O’Brien 2010).

Si bien existen diferentes hipotesis acerca del origen de Bd, como que se trate de una
enfermedad emergente antes endémica, o que sea un patéogeno global que ha aumentado su
virulencia, la evidencia disponible hasta el momento parece poco clara y contradictoria (Fisher et
al. 2009; Farrer et al. 2011; Schloegel et al. 2012). Actualmente la enfermedad esta distribuida en
forma global, con diferentes cepas del hongo afectando a mas de 350 especies de anfibios (Fisher
et al. 2009; Farrer et al. 2011; Rosenblum et al. 2013; Olson et al. 2013). Desde un principio se
ha identificado al comercio internacional de especies como un posible vector diseminador de Bd.
Si bien son varias las especies transportadas a nivel internacional que han mostrado ser
portadoras del patdégeno, hay dos que tienen un mayor potencial por estar ampliamente
distribuidas, por ser invasoras, por ser acudticas y por ser resistentes a la enfermedad, Xenopus
laevis y Lithobates catesbeianus (Schloegel et al. 2009; Solis et al. 2010; Schloegel et al. 2012;
Gervasi et al. 2013). Justamente se ha relevado el hecho de que practicamente todas las

poblaciones exoticas y nativas, cautivas y asilvestradas de rana toro tienen infeccion de quitridio
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(Mazzoni et al. 2003; Garner et al. 2006; Bai et al. 2010; Schloegel et al. 2012) generalmente en
una baja prevalencia (Huss et al. 2013). De hecho, mediante una prospectiva historica se logro
determinar que esta especie estaba infectada ya en 1928 dentro de su rango de distribucion

original (Huss et al. 2013).

Objetivos
Objetivo general

Los anfibios en Uruguay se encuentran amenazados y el efecto de dos de los factores
reportados, la presencia de rana toro y la quitridiomicosis, ha sido escasamente explorado. El
objetivo de la presente tesis es relevar y evaluar la ocurrencia, distribucion y los efectos de la
presencia de rana toro (Lithobates catesbeianus) y la quitridiomicosis (Batrachochytrium
dendrobatidis) sobre la biodiversidad de los anfibios nativos de Uruguay. A su vez, es objetivo
de esta tesis contribuir a la comprension de los mecanismos subyacentes tras estos fendémenos de
escala global. En este sentido, se pretende entender los mecanismos de interaccion de la rana toro
con las comunidades nativas, especialmente sus efectos sobre el ensamble de anuros, asi como

entender los costos ecoldgicos de la infeccion de quitridio en larvas y adultos.
Objetivos especificos

1. Evaluar la distribucion de la rana toro en Uruguay, describiendo los patrones de avance
de la invasion

2. Evaluar los efectos de la presencia de rana toro sobre la riqueza de anuros nativos

3. Describir y analizar la dieta que sustenta a la rana toro en Uruguay

4. Explorar la posible infeccion de quitridio en las diferentes poblaciones de rana toro de
Uruguay

5. Evaluar la prevalencia de la quitridiomicosis en diferentes anuros nativos en una
localidad invadida por rana toro

6. Evaluar los costos asociados a la infecciéon con quitridio en los diferentes estados
ontogénicos de los anuros

7. Proponer medidas de manejo tendientes a la mitigacion de las amenazas evaluadas,
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contribuyentes a la conservacion de los anfibios nativos
Metodologia general

La realizacion de esta tesis se basa fundamentalmente en un trabajo sistematizado de
seguimiento de la invasion de rana toro en Uruguay desde el afio 2005 en que fue inicialmente
registrada (Laufer et al. 2008). Los estudios realizados fueron de distribucion en campo, tanto de
la rana toro como de los anfibios nativos en las zonas invadidas. Como criterio general se evalud
en diferentes sitios la presencia de rana toro mediante técnicas de muestreo de comunidades
acuaticas enfocadas en larvas y técnicas de muestreo acustico y visual de anfibios adultos. En
dichos sitios se puso a prueba el método de muestreo comunmente utilizado de deteccion por
canto de adultos, evaluando mediante registros sonoros la intensidad de canto por hora. En
diferentes casos fueron colectados individuos y sacrificados siguiendo la reglamentacion
nacional de bienestar animal, que se encuentran depositados en la coleccion herpetologica del
Museo Nacional de Historia Natural de Montevideo (MNHN). Estos ejemplares fueron utilizados
para la determinacion de presencia de enfermedades, evaluaciones de la composicion del

ensamble, distribucion de las frecuencias de talla y para los estudios de dieta.

Los andlisis de dieta y estado de individuos se realizaron en el Museo Nacional de
Historia Natural, mediante lupa binocular y determinacion por claves especificas. Las
determinaciones de la infeccion de quitridio se realizaron en el Laboratorio de Trazabilidad
Molecular Alimentaria de Facultad de Ciencias, con técnicas de histologia, PCR convencional y

PCR en tiempo real.

Los resultados obtenidos fueron analizados siguiendo diferentes criterios explicados en
cada capitulo y los resultados de los analisis fueron contrastados con la informacion disponible

en la literatura.
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Capitulo 2: Distribucion de las poblaciones
de rana toro en Uruguay, estado de la
invasion y prospeccion de quitridiomicosis

Resumen

El seguimiento y monitoreo de los procesos de invasiones biologicas resulta fundamental
para su comprension y control. A diferencia de la mayoria de las invasiones, que son detectadas
en estados avanzados, la invasion de rana toro (Lithobates catesbeianus) era esperada y por tanto
se encontrd tempranamente en Uruguay. Este capitulo presenta el seguimiento de la invasion en
Uruguay desde 2005 a 2015, la modelacion de su crecimiento poblacional en Acegud y la
prospeccion nacional de quitridiomicosis. Los datos de campo se obtuvieron mediante un
muestreo anual intensivo (o bianual en algunos casos) de los sitios invadidos, tanto por pesca de
larvas y avistamiento de adultos, como por registros sonoros. Desde su aparicion en 2005 a la
fecha, se ha detectado a la rana toro en cinco localidades: Rincén de Pando-Canelones y Paraje
Bizcocho-Soriano (donde las poblaciones no persistieron al 2015), Buceo-Montevideo (con
registros puntuales dentro de las instalaciones del Instituto de Investigaciones Biologicas
Clemente Estable), y San Carlos-Maldonado y Acegua-Cerro Largo (donde las poblaciones se
encuentran en crecimiento y expansion). Seguramente el €xito en el establecimiento haya estado
asociado al tamafo del criadero del que salieron, el cual indicaria la magnitud de la presion de
propagulos. Nuestro modelo predice que para 2020 tendremos unos 50 charcos ocupados por la
rana toro en Acegud. La prospeccion molecular e histolégica demostrd que todas las poblaciones
se encuentran infectadas por el patégeno Batrachochytrium dendrobatidis. Esto es preocupante
por el rol de vector que tiene esta especie para dicha enfermedad. Se requiere implementar
medidas urgentes de control y erradicacion para evitar la expansion de L. catesbeianus en
Uruguay. El presente monitoreo es un insumo fundamental para planificar, ejecutar y evaluar

dicho manejo.
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Introduccion

Estado de invasion de rana toro en Uruguay

Las invasiones biologicas deben ser entendidas como un proceso poblacional que incluye
diferentes etapas. Inicialmente, un nimero limitado de individuos que fueron removidos de su
area de distribucion original son transportados a un area nueva y se liberan en el medio natural.
Esto sucede de forma intencional o no intencional y por diferentes vias de transporte e
introduccion. En el proceso de invasion, estos individuos introducidos en un medio nuevo deben
lograr establecerse y conformar una poblacién auto-sostenible, o de lo contrario se extinguiran.
Esta nueva poblacion generalmente tiene un periodo de establecimiento, en el cual no muestra
crecimiento numérico ni expansion geografica. Luego de esta fase de lag, puede seguir una fase
de expansion, con un aumento en el area geografica de su distribucion y en las densidades
poblacionales. Se trata de una fase de crecimiento exponencial y expansion, para finalmente
alcanzar una etapa de saturacion donde la poblacion invasora deja de crecer (Arim et al. 2006;
Neill y Arim 2011). Generalmente es recién durante estas etapas tardias cuando las especies
exodticas suelen ser detectadas por el hombre y consideradas como especies invasoras, por sus
altas densidades o por los dafios que ocasionan en la biodiversidad, las funciones ecosistémicas,

la economia o la salud humana y animal (Myers et al. 2000; Lockwood et al. 2006).

Conocer la historia de una invasion biologica resulta fundamental para entender los
mecanismos que la promueven y favorecen, asi como para monitorear su estado y generar o
evaluar acciones de manejo y gestion (Simberloft et al. 2005; Simberloff 2009a). Esto es rara vez
posible dado que se trata de un fendmeno inesperado, poco buscado, que adolece del problema
de la interaccion de los especialistas en ecologia, en conservacién y en taxonomia, con los
tomadores de decisiones. El hecho de que la deteccion o atencion sea mayormente tardia, ha
generado un vacio de informacion de etapas tempranas de las invasiones bioldgicas a nivel
global (Puth y Post 2005; Simberloff et al. 2005), el cual parece ser alin mas importante en
Sudamérica (Speziale et al. 2012). De hecho, en Uruguay conocemos poco del origen y las
etapas tempranas de la mayoria de las invasiones de vertebrados (Pereira-Garbero et al. 2013).
Aumentar dicho conocimiento nos permitiria comprender mejor los procesos de estas invasiones

y podria ser un insumo para entender y modelar la situacion a futuro en la region. En este
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sentido, tampoco se cuenta con mapas reales de distribucion de las especies exoéticas invasoras,
lo cual limita la investigacion medioambiental, la gestion de recursos y la planificacion territorial
de la conservacion en Uruguay. Dicha falta de informacion también afecta a la evaluacion de la
biodiversidad, el disefio y planificacion de las areas protegidas, la gestion de planes de
conservacion y restauracion del medio ambiente, y la prediccion de los efectos del cambio global
sobre las comunidades y ecosistemas nativos (Aber and Ferrari 2010; Masciadri et al. 2010; Aber

et al. 2012; Pereira-Garbero et al. 2013).

La situacion de la invasion de la rana toro en Uruguay es particularmente diferente a las
invasiones previas, porque la comunidad de investigadores herpetoldgicos tuvo la oportunidad de
observar como este proceso ha ocurrido en la region, especialmente en el sur de Brasil (Boelter y
Cechin 2007; Giovanelli et al. 2008; Cunha y Delariva 2009), y pudo anticiparse y esperar su
aparicion. Esto queda claramente ilustrado en los casos en los que se detectaron poblaciones muy
incipientes de la especie (Laufer et al. 2008; Lombardo et al. 2016), y en el monitoreo nacional
de los diferentes sitios donde funcionaron los antiguos establecimientos de ranicultura (Laufer et
al. 2009). Realmente podemos describir el caso de la rana toro como una invasion esperada, lo
cual resulta en una ventaja importante para la respuesta de gestion. Pero una vez encontrada, se
hace necesario un importante esfuerzo de seguimiento y monitoreo de dicha invasion, para
determinar la distribucion de la especie y los momentos en que la misma salta a las mencionadas
etapas poblacionales. Esta informacion resulta valiosa para la gestion y la aplicacion de medidas
de control y manejo (Kraus 2009; Louette et al. 2013), teniendo en cuenta que el control de la
rana toro es una de las prioridades planteadas por el Comité de Especies Exoticas de la Direccion

Nacional de Medio Ambiente (Aber et al. 2012).

La rana toro como vector de quitridiomicosis

Desde la aparicion del quitridio y su relacionamiento con el declive global de anfibios, se
ha buscado la forma en que se expande esta enfermedad. Dado que los focos fueron apareciendo
en todo el planeta, se tendi6 a pensar en posibles especies que estuviesen actuando como
vectores. En este contexto se puso atencion en las especies comercializadas a nivel internacional
y las especies invasoras. Los candidatos eran las especies mas utilizadas para experimentacion,

acuicultura y mascotismo, entre las que se destacan la rana toro, L. catesbeianus, la rana africana
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de ufias, Xenopus laevis, y otras especies utilizadas como mascotas. El rol del comercio
internacional de anfibios para mascotas u otros usos es sin duda el menos conocido, pero la
evidencia existente muestra que el quitridio ha sido transportado repetidas veces de esta forma

(Fisher y Garner 2007; Schloegel et al. 2009; Schloegel et al. 2012; Peterson et al. 2013).

X. laevis resultd ser una especie portadora de la enfermedad en diferentes regiones del
mundo. El uso histérico de esta especie para test de embarazos y otros estudios en laboratorio
llevo a plantear la idea de que podria tratarse de una enfermedad emergente (Weldon et al. 2004).
Las prospecciones en individuos de colecciones de su distribucion original confirmaron que estos
eran portadores de quitridio, en baja prevalencia. Aunque X. laevis puede haber estado
relacionado a la dispersion de ciertas cepas de quitridio, la evidencia existente a la fecha no
arroja conclusiones fuertes sobre esta hipdtesis de la enfermedad emergente (Solis et al. 2010;

Tinsley et al. 2015).

Otro candidato a haber diseminado el quitridio en el mundo es la rana toro, el anfibio
invasor que tiene la mayor distribucion global. Un relevamiento de Garner y colaboradores
(2006) reveld que este anuro se encuentra globalmente infectado con quitridio. Cabe destacar que
dicho diagnoéstico incluyd datos de presencia de quitridio en granjas de rana toro en Uruguay
(Mazzoni et al. 2003). Al parecer, la rana toro seria relativamente resistente a esta enfermedad,
pero la portaria y por tanto actuaria como un vector (Daszak et al. 2004; Gervasi et al. 2013).
Incluso se ha identificado mediante estudios genéticos a la rana toro como la responsable del
ingreso de ciertas cepas a Brasil y China (Bai et al. 2010; Schloegel et al. 2010; Schloegel et al.
2012).

En Uruguay no se dispone de un claro diagndstico de la presencia de quitridio en ranas
toro. El tUnico registro de quitridiomicosis en rana toro existente hasta la fecha referia a
ejemplares cautivos en un criadero comercial en el Departamento de San José (Mazzoni et al.

2003), no habiéndose explorado aun el estado de las poblaciones asilvestradas.
Objetivos
El objetivo de este capitulo es reportar el seguimiento la invasion de rana toro desde el
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ano 2005 al afio 2015, relevando en cada uno de los focos conocidos, ¢l estado de la invasion, la
distribucion de la especie y su avance anual. Ademas, se plantea revisar la ocurrencia de
quitridiomicosis en las poblaciones registradas, de forma de tener una idea clara de la presencia

de la enfermedad en este potencial vector.

El objetivo fue generar un diagndstico nacional detallado del estado de la invasion de
rana toro al afio 2015, como informacion bésica para su control. Ademas para aquellos focos en
sea posible, se pretende modelar la dinamica de invasion de forma de entender el estado

poblacional actual y predecir su avance en el futuro cercano.

Metodologia

Distribucion y avance de la rana toro en Uruguay

En base a la informacién disponible del relevamiento nacional de criaderos de rana toro
(Laufer et al. 2008; Laufer et al. 2009), se establecié un plan de seguimiento de los tres sitios
donde fueron detectadas poblaciones ferales, Rincon de Pando (Canelones), Paraje Bizcocho
(Soriano) y Acegua (Cerro Largo). Ademas se incorpord a los muestreos, y forma parte de la
presente evaluacion, una serie de registros en un sitio puntual en Montevideo y un muestreo de
distribucion en la localidad de San Carlos (Maldonado), a partir de un reporte reciente de la

presencia de rana toro (Lombardo et al. 2016).

En cada uno de los sitios donde se reportd la presencia de la rana toro, se realizaron
muestreos periddicos, de frecuencia anual o bianual, que consistieron en el muestreo completo de
todos los cuerpos de agua cercanos a esta poblacion en un radio de 500 m en busqueda de
adultos, huevos o larvas. Para aquellos casos en que se detectd que la rana toro se encontraba
asilvestrada, se fueron agregando circulos concéntricos de muestreo entorno al foco primario
hasta llegar a encontrar al menos un radio de 1 km sin evidencia de la invasion. Estos muestreos
fueron realizados con dos metodologias, el muestreo en campo durante los meses de mayor
actividad (de octubre a enero)—Ia pesca de renacuajos mediante calderines y redes de arrastre, y
el muestreos de adultos por avistamiento y por escucha de vocalizaciones nocturnas durante la

época reproductiva (Sutherland 1996; Heyer et al. 2014)—y la consulta con vecinos de la zona
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acerca de su conocimiento de la rana toro y los cuerpos de agua invadidos. La consulta con
pobladores locales se utiliz6 como una importante y util referencia, pero la confirmacion de
presencia se realizd siempre en base a datos de observaciones de campo. Si bien en el correr de
los afios y muestreos hubo diferentes esfuerzos, sabemos hoy que en todos los casos los
esfuerzos realizados fueron importantes y suficientes para detectar la presencia de la especie.
Esto se confirmd por el conocimiento de su historia natural, asi como por la constancia en los
patrones de registro entre los diferentes anos. Ademads, como confirmacion metodoldgica se
explor6 el periodo de vocalizacion durante la temporada reproductiva, para asi muestrear en el
horario de mayor probabilidad de deteccion (ANEXO 1). A partir de los registros realizados se
armo la base de datos georeferenciada y se mapeo la distribucion de la especie afio a afio para

cada sitio, utilizando el software ArcMap10 del ArcGis.

Dindmica de la invasion en Acegua

Para la localidad de Acegud, donde se tiene el registro preciso del estado de la invasion
por afio desde el 2007, se analizo6 el crecimiento poblacional, basado en el nimero de cuerpos de
agua invadidos como un indicador del tamafio poblacional. Para esto se utilizo el criterio de
considerar invadido a todo cuerpo de agua donde se haya constatado la presencia de adultos,
huevos y/o larvas, mediante las técnicas de muestreo antes detalladas. Para determinar el afio de
invasion se considerd unicamente los datos de muestreo de primavera. Mediante el seguimiento
anual fue posible determinar la primer primavera con registros de rana toro en cada cuerpo de
agua y se asignd en ese momento el afio de invasion. Los primeros charcos encontrados
invadidos fueron asignados al 2007, aunque probablemente fueron invadidos antes, ya que el

criadero de Acegud habia dejado de funcionar por el afio 2000.

A partir de los datos de presencia—ausencia por cuerpo de agua y el tiempo de invasion
(de 2007 a 2015), se model6 la dinamica de avance de la poblacion invasora de rana toro en
Acegua. Para esto se utilizo un modelo lineal generalizado GLM que permite evaluar la dinamica
de crecimiento. Se utiliz6 afio como la variable independiente y nimero de charcos acumulados
invadidos como variable independiente. El1 modelo utilizado es de la familia Gaussiana con la
funcion de conexion logaritmica (Zuur et al. 2007). Esta modelacion se realizé utilizando el

software libre R.
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Prospeccion de quitridiomicosis

A partir de ejemplares colectados en los diferentes sitios invadidos se realizd una
prospeccion asistematica de la presencia de quitridiomicosis en ranas toro asilvestradas en
Uruguay. Se realizaron diagnosticos de infeccion de este hongo patdégeno mayormente mediante
procedimientos moleculares, pero también se utilizaron métodos histologicos como forma de

confirmacion.

El diagnostico molecular se realizo a partir de muestras tomadas en campo, de ejemplares
vivos de rana toro, consistentes en hisopados de piel realizados con hisopos comerciales de
mango de polietileno y cabeza de polivinilo (Peel Pouch Dryswab™ Fine Tip MW113, Medical
Wire and Equipment). Se trabajo con cada ejemplar en forma individual, con equipos y guantes
diferentes, de forma de evitar la contaminacion entre las muestras. El procedimiento de hisopado
fue estandarizado, frotando el hisopo 5 veces sobre la superficie ventral del cuerpo, manos y
patas de cada rana adulta. En el caso de las larvas se realiz6 hisopado de disco oral y muchas
veces se extrajo un trozo del mismo que utilizd como muestra. Estas muestras fueron

conservadas en etanol a -20° C hasta el momento de su procesamiento.

En el Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria de la Seccion Bioquimica de
Facultad de Ciencias, se realizo la extraccion de ADN de las muestras utilizando procedimientos
estandarizados para un kit comercial (DNeasy Blood & Tissue Kit, ID: 69504, Qiagen). Una vez
extraido el ADN de las muestras, se procedid a la identificacion del quitridio, a través de
procedimientos de PCR convencional y PCR en tiempo real. Para la amplificacion de PCR
convencional se realizd el procedimiento sugerido por Annis et al. (2004) en las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 93 °C durante 10 min, seguida por 30 ciclos de 93 °C
durante 45 s, luego 45 sa 61 °Cy 1 min a 72 °C, con una extension final de 10 min a 72 °C. Se
utilizaron los primers Bdla (5’-CAGTGTGCCATATGTCACG-3’) y Bd2a (5’-
CATGGTTCATATCTGTCCAG- 3’), que permiten amplificar un fragmento del gen 18S RNA de
aproximadamente 300 pares de bases (pb), especifico de B. dendobatidis. El control positivo de
las reacciones de PCR fue la cepa de Bd JEL 423, obtenido del laboratorio de Joyce E. Longcore
(School of Biology & Ecology, University of Maine, Orono, Maine, USA). Finalmente, los

productos del PCR fueron resueltos en geles de poliacrilamida 12 %, para identificar las bandas
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caracteristicas de unos 300 pares de bases (Annis et al. 2004).

Los andlisis de PCR en tiempo real siguieron mayormente el procedimiento propuesto
por Boyle y colaboradores (2004), con la tinica diferencia en la utilizacion de SYBR Green para
la visualizacion de los productos. Dicha molécula se asocia fuertemente al ADN doble hebra,
incrementando notablemente su fluorescencia. Las condiciones de amplificacion fueron: 2 min a
50 °© C, 10 min a 95 ° C, seguidos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C durante 50 ciclos
consecutivos. Se utilizaron los primers ITS1-3 Chytr (5°-
CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC-3”) y 5.8S Chytr (5°-
AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA- 3’), que permiten amplificar un fragmento el fragmento
ITS 1 de aproximadamente 120 pb, especifico de B. dendobatidis (Boyle et al. 2004).

Para ambos procedimientos de PCR se utilizaron dos controles negativos, un control
absoluto en el que la muestra de ADN se sustituyd por agua purificada en sistemas Milli-Q,
tratada adicionalmente con radiacion UV, y un control negativo con ADN extraido de tejido
hepatico de un anfibio (Melanophryniscus montevidensis de la coleccion privada BKT 2427).
Como control adicional se secuenciaron algunas de las muestras y se hicieron diagnosticos
histologicos mediante tinciones con hematoxilina y eosina (Berger et al. 1999). Las

preparaciones fueron estudiadas y fotogratiadas a 1000X.

Resultados
Distribucion y avance de la rana toro en Uruguay

Desde el primer caso en 2005 en Rincon de Pando, se han incrementado fuertemente los
registros de rana toro en Uruguay (Tabla 2.1). Identificamos hasta el momento cuatro localidades
donde se han registrado ranas toro en forma asilvestrada en el medio natural y uno en el medio
urbano en Montevideo (Figura 2.1). Los cuatro registros en el medio natural se ubicaron en las
localidades de Rincon de Pando, Canelones en 2005 (Laufer et al. 2008), Paraje Bizcocho,
Soriano y Acegua, Cerro Largo en 2007 (Laufer et al. 2009) y San Carlos, Maldonado en 2015

(Lombardo et al. 2016). El registro de Montevideo, que no ha sido reportado aun en la literatura,
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se trata de unos pocos especimenes en una pileta artificial, dentro del predio del Instituto de

Investigaciones Biologicas Clemente Estable (IIBCE) del Ministerio de Educacion y Cultura.
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Figura 2.1. Sitios con presencia de rana toro Lithobates catesbeianus asilvestrada en Uruguay (circulos). Los
circulos negros indican las poblaciones con dato de persistencia a 2015 (Acegua y San Carlos), los circulos con
cruces indican poblaciones sobre las que no hay registros actuales (Rincon de Pando y Paraje Bizcocho) y el
circulo con punto negro indica registros puntuales en Montevideo. Con una estrella se indica el punto donde
se ubicaba el criadero de ranas toro (San José) donde se identifico por primera vez la presencia de quitridio
en Uruguay (Mazzoni et al. 2003). Con un triangulo se indica el registro existente mas préximo a Uruguay,
en Candiota, Rio Grande do Sul, Brasil (Both et al. 2011).
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Tabla 2.1. Registros de diez afios de seguimiento de la invasion de rana toro Lithobates catesbeianus en
Uruguay, desde 2005 hasta 2015. En la tabla se presenta la ubicacion de los cuerpos de agua con presencia de
rana toro, informando ubicacién (localidad, Departamento, coordenadas), la fuente de informacion y el afio

de deteccion.

Localidad Departamento  Latitud Longitud Fuente Afio
Com. Pers.: L. Ziegler
IIBCE Montevideo 34°53'14,4"S 56°08'33,3"0 2014, D. Arrieta 2014, 2014
N. Gobel 2015
Paraje Bizcocho Soriano 33°27'54,2"S 58°10'08,5"O Laufer et al. 2009 2007
Paraje Bizcocho Soriano 33°26'43,2"S 58°09'09,3"O Laufer et al. 2009 2007
Paraje Bizcocho Soriano 33°27'03,9"S 58°09'00,5"O Laufer et al. 2009 2007
Rincon de Pando Canelones 34°44'20,2"S 55°55'29,6"O Laufer et al. 2008 2005
Rincon de Pando Canelones 34°44'23,7"S 55°55'31,0"O Laufer et al. 2008 2005
Acegua Cerro Largo 31°52'50,7"S 54°09'48,2"O0 Laufer et al. 2009 2007
Acegua Cerro Largo 31°53'45,3"S 54°08'59,7"0 Presente estudio 2007
Acegua Cerro Largo 31°53'47,8"S 54°09'06,8"0O Laufer et al. 2009 2007
Acegua Cerro Largo 31°53'59,4"S 54°09'02,1"O0 Laufer et al. 2009 2007
Acegua Cerro Largo 31°53'34,8"S 54°09'09,9"0 Laufer et al. 2009 2007
Acegua Cerro Largo 31°56'36,0"S 54°09'09,6"O Laufer et al. 2009 2007
Acegua Cerro Largo 31°53736,8"S 54°09'06,3"0 Laufer et al. 2009 2007
Acegua Cerro Largo 31°53'34,3"S 54°09'06,7"0 Laufer et al. 2009 2007
Acegua Cerro Largo 31°53'53,8"S 54°09'08,1"O Presente estudio 2012
Acegua Cerro Largo 31°53'59,3"S 54°09'14,4"0 Presente estudio 2012
Acegua Cerro Largo 31°53'53,6"S 54°08'58,0"O0 Presente estudio 2012
Acegua Cerro Largo 31°53'19,8"S 54°09'46,9"0 Presente estudio 2012
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Acegua

Acegua

Acegua

Acegua

Acegua

Acegua

Acegua

Acegua

Acegua

Acegua

San Carlos

San Carlos

San Carlos

San Carlos

San Carlos

San Carlos

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Maldonado

Maldonado

Maldonado

Maldonado

Maldonado

Maldonado

31°52'53,1"S

31°52'35,2"S

31°52'52,3"S

31°53'38,0"S

31°52'18,4"S

31°53'15,3"S

31°53'05,1"S

31°52'37,6"S

31°52'34,3"S

31°52'39,8"S

34°47'03,9"S

34°46'51,5"S

34°47'11,1"S

34°47'18,5"S

34°47'16,7"S

34°47'19,5"S

54°1024,7"0

54°09'57,9"0

54°10'13,1"0

54°09'32,2"0

54°09'54,8"0O

54°09'53,7"0

54°10'01,8"O

54°09'55,4"0

54°10'13,6"0O

54°10'06,4"0O

54°53'37,6"0

54°53'19,5"0

54°53'25,3"0

54°53'18,8"0O

54°53'13,8"0

54°53'01,8"0O

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

2013

2013

2014

2014

2014

2014

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

35



A la fecha de esta tesis, las unicas dos poblaciones que han persistido y se estan
expandiendo son las de Acegua y San Carlos. Segtn lo constatado por conversaciones con los
habitantes locales, la poblacion de Rincén de Pando habria ocupado en afios previos una
distribucion algo mayor a lo que pudimos observar en nuestro registro inicial de 2005. En visitas
en afios posteriores, 2007, 2009, 2010, 2011, 2012 y 2015 no pudimos observar ninguna
evidencia de presencia de la especie, por lo que tenemos mas de diez afios sin registro de una
poblacién establecida de rana toro (Figura 2.2). Una situacion similar es la de Paraje Bizcocho,
donde la poblacion se detectd en 2007 y 2008, luego de mas de 6 afios de cerrado el criadero,
pero en muestreos posteriores en 2009, 2011 y 2015 no se pudo identificar ninguna evidencia de
la presencia de la especie. Esta localidad se ubica una zona de fuerte avance de la frontera
agricola, cercana al Arroyo Bizcocho y al Rio San Salvador. Los registros realizados fueron en
cuerpos de agua cercanos al arroyo y en zonas de inundables. Cabe recalcar que este caso la zona
invadida fue muy alterada por el avance de la agricultura intensiva desde el afio 2008 (Figura
2.3). De hecho los tajamares donde se detectd la presencia de rana toro, fueron desarmados por

nivelacion de terreno para cultivo intensivo de soja y maiz en los afios posteriores.
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Figura 2.2. Estado de invasion de rana toro Lithobates catesbeianus en la localidad de Rincén de Pando,
Canelones. La estrella marca el sitio donde se localizé el criadero y los circulos los cuerpos de agua lénticos
muestreados. Los circulos negros indican lugares donde se detecté la presencia de individuos de L.
catesbeianus en 2005 (Laufer et al. 2008). Desde 2006 a 2015 no se volvié a registrar la ocurrencia de esta
especie.
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Figura 2.3. Estado de invasiéon de rana toro Lithobates catesbaianus en la localidad de Paraje Bizcocho,
Soriano. La estrella marca el sitio donde se localiz6 el criadero y los circulos los cuerpos de agua lénticos
muestreados. Los circulos negros fue donde se detecto la presencia de individuos de L. catesbeianus en 2007
(Laufer et al. 2009). Desde 2009 a 2015 no se volvio a registrar la ocurrencia de esta especie.

Tal como sucedid en la mayor parte de los sitios donde funcionaron antiguamente
criaderos de rana toro, en los relevamientos de 2007 no se detect6 la presencia de rana toro en la
localidad de San Carlos, Maldonado (Laufer et al. 2009). Sin embargo, la informacion que
pudimos recabar en esa instancia de la poblacion local nos indicaba que era un sitio con alta
probabilidad de ser invadido. Pudimos averiguar por testimonios que la antigua granja de rana
toro que alli funciond liberaba deliberadamente individuos y que hasta unos afios antes de

nuestra visita era comun ver ejemplares libres en la zona.

Recientemente, Lombardo y colaboradores (2016) reportaron la presencia de un charco

invadido, por lo que este sitio se incluy6 en nuestro monitoreo. Durante el muestreo de campo en
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2015 pudimos constatar que se trataba de una poblacion de mayor tamafo, ocupando seis
cuerpos de agua. Los cuerpos invadidos se encuentran dentro de pequefios campos ganaderos y

chacras de recreacion cercanos a la ruta y al Arroyo San Carlos (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Estado de invasion de rana toro Lithobates catesbeianus en la localidad de San Carlos, Maldonado.
La estrella marca el sitio donde se localizo el criadero y los circulos los cuerpos de agua lénticos muestreados.
En los circulos negros fue donde se detect6 la presencia de individuos de L. catesbeianus en 2015.

Una situacion bien diferente sucedid con la poblaciéon de Acegua, la cual pudimos
monitorear anualmente desde el afio 2007 a la fecha (Figura 2.5). Si bien esta es una zona de
serrania, con un paisaje relativamente bien conservado, los cuerpos invadidos son mayormente
reservorios de agua artificiales. Desde su deteccion hasta el 2011 la poblacién se mantuvo
restringida a ocho cuerpos de agua. Cuatro de estos son sistemas de importante tamafo,
compuestos por pequeiias lagunas construidas artificialmente para el sistema de decantacion de
un frigorifico que al menos desde 2005 se encuentra fuera de actividad. En el ano 2012
empezamos a detectar nuevos cuerpos de agua con presencia de rana toro. Este fenomeno de
incremento de la distribucion se mantiene constante hasta la fecha, ocupando actualmente 23

cuerpos de agua (Figura 2.5). Esta expansion esta ocurriendo en el sentido contrario a la
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pendiente del terreno, avanzando hacia el pueblo de Acegud, incluyendo cuerpos de agua y
reservorios localizados en la zona periférica. Resulta relevante considerar que esta poblacion

invasora se encuentra relativamente cerca de un registro de L. catesbeianus realizado en Rio

Grande do Sul, Brasil por Both y colaboradores (2011) en la localidad de Candiota (Figura 2.1).
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Figura 2.5. Estado de invasion de rana toro Lithobates catesbeianus en la localidad de Acegua, Cerro Largo.

La estrella marca el sitio donde se localizo el criadero y los circulos los cuerpos de agua lénticos muestreados.
En los puntos indicados con circulos azules fue donde se detect6 la presencia de individuos de L. catesbeianus

en 2007 (Laufer et al. 2009), los circulos celestes son los correspondientes a los registros de 2011, verde 2012,

amarillo 2013, naranja 2014 y rojo 2015.

Dinamica de la invasion en Acegud
Analizando la dindmica de esta invasion en el tiempo, encontramos que el tamafo

poblacional (representado por el nimero de charcos invadidos) responde en forma significativa a

un modelo exponencial (Devianza explicada 93,87%, P< 0,001, g.1.= 1). Pudimos observar que
los primeros afios de muestreo, desde 2007 a 2011, la poblacion se mantuvo con un tamafo

constante y que desde 2012 esta creciendo con una tasa exponencial. El modelo predice que la

poblaciéon se seguird expandiendo, alcanzando en 2020 aproximadamente 50 cuerpos de agua
39

(Figura 2.6).
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Figura 2.6. Dinamica de la poblacion de la rana toro Lithobates catesbeianus en Acegua, observada a través
del nimero de cuerpos de agua invadidos. Los puntos marcan el nimero de cuerpos de agua en que se
registro la presencia de rana toro en cada afio. La linea roja los valores esperados por el modelo exponencial
de mejor ajuste y el punteado gris los intervalos de confianza a 95%. Se presenta la proyeccion estimada por
el modelo hasta el afio 2020.

Prospeccion de quitridiomicosis

Se constato la presencia de individuos infectados con quitridiomicosis en todas las
poblaciones evaluadas, salvo la de Montevideo de donde no se tienen muestras para analizar.
Dichas muestras fueron positivas por analisis histoldégicos y moleculares (Figuras 2.7 y 2.8). Se
detectaron claramente los zooesporangios caracteristicos en piel de ranas adultas (Figura 2.7 C y
D), mediante el PCR con los primers Bd1 y Bd2 se logré amplificar la secuencia de 300 pares de
base que indica un diagnostico positivo (Figura 2.8). Mediante el PCR en tiempo real también se
obtuvo resultados positivos para la totalidad de las larvas analizadas como producto de los
primers ITS1-3 Chytr y 5.8S Chytr. Por tanto todas las poblaciones uruguayas de rana toro se

encuentran infectadas con quitridiomicosis.
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Tabla 2.2. Resultados de los analisis exploratorios para presencia de quitridiomicosis, producida por B.
dendrobatidis en individuos de las poblaciones asilvestradas de L. catesbeianus en Uruguay. Para cada lote de
muestras se brinda el dato de la localidad de origen, el afio de muestreo, el nimero de individuos analizados,
su estadio, la técnica de deteccion y el nimero de positivos encontrados. El asterisco indica las muestras
analizadas en conjunto con Claudio Borteiro en el contexto de su tesis doctoral (datos sin publicar).

Sitio Ao N individuos Estadio Técnica N positivos
Rincén de Pando 2005 1 Larva Histologica 1*
Bizcocho 2007 1 Larva Histologica 1*
Acegua 2007 2 Larva Histologica 2%
Acegua 2012 10 Adultos  PCR convencional 1
San Carlos 2015 10 Larva PCR tiempo real 10

Figura 2.7. Signos de infeccion por B. dendrobatidis en larvas de rana toro de Rincéon de Pando,
Departamento, Canelones (A en macro y C en micro) y de Bizcocho, Soriano (B en macro y D en micro). Las
imagenes de la derecha muestran la pérdida de queratina caracteristicas (barra de 2 mm), mientras que los
cortes histolégicos teiiidos con la técnica de hematoxilina-eosina muestran claramente con flechas los
esporangios (barra de 20 pm). En el E se muestra un ejemplar adulto de los que fueron hisopados para los
analisis de PCR.
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Figura 2.8. Resultado de corrida electroforética en geles de
poliacrilamida de amplificaciones por PCR convencional de los
primers Bdl y Bd2, a partir muestras de hisopados de piel de
rana toro de Acegud, Cerro Largo. De izquierda a derecha se
observa: el marcador de peso molecular Ladder 100 que marca
los pesos de bandas en el equivalente de 100, 200 y 300 pares de
bases, dos hisopados de rana toro que dan positivos (con la doble
banda caracteristica), dos muestras control de quitridio de
cultivo y un control negativo de agua sin ADN.
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Discusion

El Plan Estratégico para la Diversidad Biologica 2011-2020 del Convenio sobre la
Diversidad Biologica, del cual Uruguay es signatario, consiste en un marco de accion global de
diez afios mediante el cual los paises se comprometen a proteger la diversidad biologica y
mejorar los beneficios que esta proporciona para el bienestar de las personas. Este plan tiene 20
metas generales, conocidas como las Metas de Aichi. Una de ella refiere especificamente a las
especies invasoras y propone que “para 2020, se habran identificado y priorizado las especies
exodticas invasoras y vias de introduccion, se habran controlado o erradicado las especies
prioritarias, y se habran establecido medidas para gestionar las vias de introduccion a fin de
evitar su introducciéon y establecimiento” (Leadley et al. 2014). En relaciéon a esto, esta
ocurriendo una valorizacion de los datos espaciales y un llamado a la implementacion y el
incremento de los monitoreos a nivel internacional (Schmeller et al. 2015; Latombe et al. 2016).
Si bien Uruguay pretende tener esto sistematizado en los proximos afios (MVOTMA 2016), se
enfrenta a esta situacion con una escasa y fragmentada informacion del estado de sus invasiones
biologicas (Masciadri et al. 2010; Pereira-Garbero et al. 2013). En este marco, la presente es la
evaluacion mas detallada hasta el momento del proceso de invasion de una especie exdtica en

Uruguay y de la rana toro en la region Neotropical. Este tipo de informacion a largo plazo, con
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diez afos de seguimiento no es comun en la regidon y tiene un importante valor tanto para
estudios como para el manejo de las especies exoticas invasoras (Arroyo 2011; Speziale et al.
2012; Ballari et al. 2016). Los datos obtenidos en el presente estudio ya se estan utilizando como
indicadores ambientales de biodiversidad y ecosistemas para la Direccion Nacional de Medio
Ambiente (Dinama) y estan disponibles en su pagina web como un indicador numérico de
especies invasoras (http://www.dinama.gub.uy/indicadores ambientales/ficha/especie-invasora-
rana-toro/). Contamos en Uruguay y la region con una informacién tan escasa y fragmentadas
sobre las especies invasoras que resulta muy dificil tener un diagndstico claro de los principales
problemas, saber como y donde atacarlos, o incluso tener un panorama claro a futuro. Estudios
como el presente deberian realizarse en forma urgente, al menos para las especies que ya son

conocidas en otras regiones por sus efectos negativos (Kulhanek et al. 2011).

La invasion de la rana toro en Uruguay ha ocurrido con la aparicion inicial de varios
focos, asociados mayormente a las instalaciones de manejo de esta especie con fines de
acuicultura. Seguramente por ignorancia o negligencia la liberacion de ejemplares de rana toro
haya sido un factor comun en la mayor parte de los sitios donde funcionaban las granjas. De las
19 granjas que tenemos ubicadas, se lograron identificar cuatro focos con 