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Resumen

Las invasiones biolégicas son una de las principales causas de pérdida de
biodiversidad tanto a nivel regional como global. El efecto de un depredador exético en
las poblaciones de presas nativas puede ser mayor si éstas no son capaces de
detectar sus sefiales como una amenaza. La invasion de rana toro en Uruguay nos
permite poner a prueba si las presas nativas susceptibles a la depredacion por esta
invasora son capaces de detectarla y responder a sus sefiales como lo harian frente a
un depredador nativo. En un experimento de laboratorio se evalud si los individuos
adultos de la rana nativa Pseudis minuta de un sitio invadido, detectan las sefales
gquimicas de rana toro (adulto y renacuajo). Se utilizaron como controles positivos las
sefales quimicas de depredadores nativos tortuga y tararira, como control negativo
agua declorada y para calibrar respuesta anti-depredador, sefiales de estrés de un
conespecifico. Se colocd un individuo de P. minuta en un acuario con agua y se midio
su actividad por un intervalo de diez minutos antes y después de recibir la sefal
gquimica del correspondiente tratamiento. Las variables de actividad evaluadas fueron
las diferencias (después-antes) del tiempo total de movimiento, nimero de eventos de
movimiento, nimero de cambios de cuadrante y distancias recorridas. Pese a que los
resultados no fueron del todo concluyentes se observd cierta tendencia en las
diferencias entre los controles positivos y negativos en las variables analizadas. De los
diferentes tratamientos analizados, las sefiales quimicas del depredador nativo tortuga
fue la que evidencié una mayor intensidad de respuesta anti-depredador en P. minuta,
reduciendo la actividad luego de recibir el estimulo. Esta experiencia es una primera
aproximacion que aporta significativamente a su futuro desarrollo como modelo
experimental. Corregir algunos aspectos de la metodologia y como principal medida
aumentar el numero de réplicas por tratamiento permitiran obtener resultados

concluyentes en el futuro.




Introduccion

Las invasiones bioldgicas, originadas por la introduccion de especies exéticas,
son una de las mayores amenazas a la conservacién de la biodiversidad a nivel global
(Simberloff et al., 2013). Tanto de forma intencional como accidentalmente, el ser
humano ha traslocado diversas especies desde sus areas de distribucion original a sus
nuevas regiones. Las actividades humanas, como el comercio, migraciones y
transporte permiten a algunas especies superar importantes barreras geograficas e
ingresar en nuevos sitios. Son pocas las especies que logran establecerse en
poblaciones, sin embargo, algunas son capaces de colonizar y generar efectos
negativos sobre las poblaciones, comunidades y ecosistemas nativos (Reid et al.,
2005). Dichos efectos terminan impactando en la biodiversidad, la salud humana o

animal y las funciones ecosistémicas (Lockwood et al., 2006; Mack et al., 2000).

Una invasion bioldgica consiste en un proceso que atraviesa diferentes etapas,
comenzando con el transporte y la introduccién en un nuevo sistema. Si la poblacion
consigue establecerse en el nuevo sitio, puede ingresar en la etapa de dispersién o
crecimiento exponencial, en la que la poblacién aumenta rapidamente de tamafio, para
finalizar en la saturacién, donde la especie invasora ya ocupa todo el espacio
disponible (Crooks, 2005; Lockwood et al., 2006; Neill y Arim, 2011). Durante dichas
etapas, las especies exdgticas deben superar una serie de barreras, que involucran
desde aspectos genéticos y poblacionales del invasor, hasta condiciones del medio

invadido.

Algunas hipétesis no mutuamente excluyentes han sido planteadas para
explicar los posibles mecanismos que estarian facilitando las invasiones bioldgicas.
Elton (1958), propuso la hipétesis de liberacién del enemigo, en la cual explica el éxito
del invasor frente a los nativos debido a la ausencia de patdégenos, pardsitos y
depredadores en el nuevo ambiente. Por otra parte, Simberloff y Von Holle (1999)
proponen la hipotesis del derretimiento bidtico, en la cual, el ingreso previo de una
especie invasora generaria grandes cambios en el sistema que facilitarian el
establecimiento de subsecuentes especies invasoras. Mientras que MacDougall y
Turkington (2005) proponen la hipétesis de conductores y pasajeros, donde la propia
especie invasora estaria conduciendo a cambios en el ambiente que benefician su
invasion, o actuando simplemente como pasajeros pasivos que aprovechan cambios
provocados por agentes externos al ambiente que facilitarian la invasién (e.g.
actividades humanas). Por ultimo, Davis y colaboradores (2000) proponen la hipotesis

de disponibilidad de recursos, en la cual la invasion seria facilitada si en el sistema




existen recursos disponibles para explotar. Si bien la evidencia disponible es
contradictoria y no hay fuertes consensos acerca de cudales son los factores que
determinan una invasion, la magnitud de este problema genera la urgente necesidad
de conocimiento, ya que la compresion de los mecanismos subyacentes resultaria

fundamental para la prevencion y el manejo de sus consecuencias.

Las poblaciones nativas a lo largo de su historia evolutiva desarrollan
adaptaciones al medio que permiten a los individuos incrementar el éxito reproductivo
y la supervivencia (Schlaepfer et al., 2002). Estas adaptaciones o ajustes incluyen los
patrones de actividad espacio-temporal, la obtenciéon y consumo de recursos, y los
patrones de coexistencia con otras especies, como competidores y depredadores. En
particular en este ultimo punto, la depredacion es considerada una fuerza selectiva
muy fuerte a la que se ven sometidas las presas (Lima y Dill, 1990) y frente a las que
desarrollan diferentes mecanismos de defensa. Salo y colaboradores (2007) proponen
que el ingreso de un depredador exético a un nuevo sistema tendra un efecto mayor
sobre las presas nativas que los provocados por los depredadores nativos, ya que
serian mas efectivos en la obtencién de recursos. Esta mayor efectividad plantea una
nueva hipotesis, en la cual las presas nativas no tendrian defensas ante estos nuevos
y desconocidos depredadores. En el caso de una invasion reciente, el depredador
corre con la ventaja de no ser reconocido como una amenaza y por tanto puede
explotar fuertemente el recurso de las presas nativas (Sih et al., 2010). Luego, con el
tiempo las presas nativas iran aprendiendo a reconocer al depredador, mediante el
mecanismo de asociacion de estimulos (Chivers y Smith, 1994; Gonzalo et al., 2007,
Mirza et al., 2006). Se ha reportado para una especie nativa de Estados Unidos, Rana
aurora, la adquisicién de la capacidad de responder con comportamientos anti-
depredador a las sefiales del depredador exdtico Lithobates catesbeianus de la misma
forma e intensidad que lo hacen frente a las sefiales de depredadores nativos, en una
localidad invadida hace mas de 60 afos (Kiesecker y Blaustein, 1997). Por lo que, esta
ventaja de no ser reconocido seria un arma importante del depredador exético,

durante su establecimiento y en su frente de invasion (Sih et al., 2010).

En el presente estudio planteamos evaluar la capacidad de las presas nativas
de identificar a un depredador exdtico que recientemente esta invadiendo en Uruguay,
la rana toro Lithobates catesbeianus (Shaw 1802), de forma de contribuir a determinar
los mecanismos que facilitan su establecimiento. Esta especie que ha sido introducida
en varias regiones del mundo para acuicultura ha generado diversos focos de invasion
(Akmentins y Cardozo, 2010; Both et al., 2011; Ferreira y de Lima, 2012; Kraus, 2009;
Laufer et al., 2008, 2009; Pereyra et al., 2006). En Uruguay esta industria tuvo su




expansion maxima durante los afios 80, y luego con la crisis del pais en el afio 2000
se produjo un colapso del negocio y cierre de los criaderos sin un seguimiento del
destino de las ranas. Como consecuencia, se liberaron animales y aparecieron
poblaciones silvestres en cuatro sitios, Rincon de Pando, Canelones (Laufer et al.,
2008) y Paraje Bizcocho, Soriano (Laufer et al., 2009), poblaciones en las que no se
han registrado individuos en los ultimos relevamientos (Laufer et al., 2017) y en las
localidades de Acegud, Cerro Largo (Laufer et al., 2009; Ruibal y Laufer, 2012) y San
Carlos, Maldonado (Lombardo et al., 2016) donde se encuentran establecidas y en
una etapa de expansion (Laufer et al., 2017). Si bien los efectos de estas invasiones
resultan poco conocidos en Uruguay (pero ver Laufer, 2017) la evidencia disponible de
otras regiones nos indica que la rana toro puede ocasionar fuertes declives en las
poblaciones de anfibios nativos (Collins, 2010; Kiesecker et al., 2001; Kiesecker y
Blaustein, 1997, 1998; Kupferberg, 1997).

La rana toro es una especie perteneciente a la familia Ranidae originaria de la
costa este de América del Norte (Bury y Whelan, 1984). Se caracteriza por ser una
especie plastica, con gran capacidad de adaptarse a nuevos ambientes e invadir
(Boone et al., 2007; Bury y Whelan, 1984). Debido a sus efectos ha sido considerada
una de las peores invasoras en diferentes categorizaciones globales (Kraus, 2009;
Kumschick et al., 2017; Lowe et al.,, 2000). Es un anuro acuéatico de gran tamafo
corporal en todos sus estadios ontogénicos, capaz de ocupar y establecerse en una
amplia gama de ambientes, incluyendo lagos, estanques, pantanos y reservorios de
aguas y arroyos (Kraus, 2009). Presenta una serie de atributos que la hacen una
especie fuertemente competidora, tales como su elevada fecundidad y tasa de
crecimiento (Bury y Whelan, 1984; Cecil y Just, 1979), su tolerancia a altas densidades
poblacionales (Adams y Pearl, 2007) y particularmente, su rol como depredador (Pearl
et al., 2004). Es un depredador generalista, se alimenta de una gran diversidad amplio
espectro de presas que incluye desde macro-invertebrados hasta vertebrados como
anfibios, reptiles, aves y pequefios mamiferos (Barrasso et al., 2009; Boelter y Cechin,
2007; Bury y Whelan, 1984; Hirai, 2004; Laufer, 2017; Leivas et al., 2012; Quiroga et
al., 2015; Silva et al., 2009, 2011, 2016; Werner et al., 1995; Wu et al., 2005). Los
individuos adultos se caracterizan por ser depredadores muy voraces, oportunistas e
incluso canibales (Govindarajulu et al., 2006; Quiroga et al., 2015; Toledo et al., 2007).
También para las larvas se ha reportado la capacidad de afectar a especies nativas
reduciendo su supervivencia y crecimiento como consecuencia de la competencia por
el acceso a los recursos (Kiesecker y Blaustein, 1998; Kraus, 2015; Kupferberg, 1997,

Lawler, 1989), mediante depredacion de huevos (Ruibal y Laufer, 2012) y modificacion




del habitat (Kraus, 2015). Ademas, la rana toro ha sido identificada como un vector
global de quitridiomicosis, enfermedad generada por el hongo patégeno
Batrachochytrium dendrobatidis (Garner et al., 2006).

En los ultimos afos se han realizado una serie de estudios que demuestran la
ocurrencia de cambios significativos en la estructura de los ensambles de anuros en
los sitios invadidos por rana toro en Uruguay. Se ha reportado un fuerte declive en la
riqueza y abundancia de anuros nativos tanto a nivel de larvas (Gobel, 2013) como de
adultos (Cortizas, 2014; Laufer, 2017). Al tratarse de un anuro principalmente acuatico,
esperamos que las consecuencias de la invasion estén afectando en mayor medida a
las especies nativas con las que comparte el medio acuatico. Una especie nativa que
pareceria estar siendo muy afectada por la interaccion con la rana toro es la rana
boyadora grande (Pseudis minuta, Guinther, 1858) (Laufer, 2017). Este hylido seria
mas vulnerable por sus habitos acuaticos ya que utiliza Gnicamente ambientes lénticos
permanentes al igual que la rana toro (Huckembeck et al., 2012; Melchiors et al., 2004;
Pearl et al., 2004). Las larvas de P. minuta son nadadoras muy activas y su desarrollo
es lento, pudiendo necesitar varios meses para completarlo (Langone, 1995). Los
adultos tampoco abandonan el medio acuatico, presentan adaptaciones a la vida
acuatica—como ojos en posicion dorsal, membrana interdigital muy desarrollada en
las patas posteriores—que le permiten nadar y mantenerse en la superficie del agua
(Kwet, 2000). Ademas, P. minuta también prefiere para su reproduccién cuerpos de
agua lénticos con vegetacion acuatica, a la que adhieren sus huevos durante la puesta
(Melchiors et al., 2004; Zank et al., 2010). Ambas especies presentan atributos y
habitos de vida similares, incluso los estadios juveniles de rana toro son
morfol6égicamente similares a los adultos de P. minuta (Both y Melo, 2015). Esto podria
explicar por qué las ranas boyadoras tendrian una mayor tasa de encuentro con la
rana toro que otras especies y por tanto ser mas susceptible a la depredacion (Pearl et
al., 2004). Si P. minuta no es capaz de reconocer a la rana toro como depredadora, tal
como se ha reportado en la literatura para otras especies nativas, los efectos
negativos de la depredacion se veran acentuados. Posiblemente esto podria contribuir
a generar el patron observado de ausencia de Pseudis en los sitios invadidos por L.
catesbeianus (Both y Melo, 2015).

El objetivo de este estudio fue evaluar por primera vez la capacidad de la
especie nativa P. minuta de reconocer sefiales de L. catesbeianus como potencial

depredador, en un sistema experimental.




Hipotesis

Durante la historia de la coexistencia, y como resultado de la evolucion, las presas
logran detectar a los depredadores y son capaces de responder a su presencia con
comportamientos anti-depredador. Este fendbmeno se ve facilitado en el medio acuatico
por una mayor capacidad de transmisién de sefales quimicas (Wisenden, 2000).
Pseudis minuta es capaz de detectar las sefiales quimicas de los depredadores
nativos, como macro-invertebrados, peces depredadores y tortugas, lo que permite su
coexistencia en las comunidades. En cambio, al enfrentarse a un depredador exaético,
con el que no comparte una historia evolutiva por haber sido recientemente
introducido, P. minuta no es capaz de reconocerlo. La ausencia de capacidad de
deteccién y por tanto de respuesta ante este depredador exético seria lo que explica
los patrones observados de ausencia de Pseudis en los charcos de las zonas

recientemente invadidas.
A partir de esta hipétesis podemos predecir que los individuos de P. minuta de un

cuerpo de agua recién invadido no exhibiran respuesta ante la exposicion a sefales de

rana toro, tal como lo haran frente a sefiales de depredadores nativos.

Materiales y métodos

Para poner a prueba la capacidad de P. minuta de reconocer a la rana toro
como depredador se realizaron experimentos comportamentales bajo condiciones
controladas de laboratorio. Dicho procedimiento tuvo el objetivo de determinar si esta
especie nativa responde cuando es expuesta a sefiales quimicas de la especie
invasora, de igual forma que lo haria ante las sefiales quimicas de un depredador
nativo conocido. Con este objetivo se realizaron cuatro tratamientos experimentales y
dos controles. Los tratamientos incluyeron dos importantes depredadores nativos con
los que P. minuta coexiste en toda su distribucion, la tararira Hoplias malabaricus y la
tortuga morrocoyo Trachemys dorbigni (Carreira et al., 2005; Maneyro y Carreira.
2012; Texeira de Mello et al., 2011) Estos depredadores fueron seleccionados debido
a gque, tanto las tortugas como los peces depredadores han sido ampliamente
reportados en diversas regiones como importantes depredadores de anfibios adultos y
larvas y con fuertes efectos sobre sus poblaciones (Bronmark y Edenhamn, 1994;
Burbidge, 1981; Hecnar y M'Closkey, 1997; Heyer et al., 1975; Norris y Wensing,




1986; Sexton y Phillips, 1986; Toledo et al., 2007). En particular, T. dorbigni se
encuentra asociada a cuerpos de agua, tanto loticos como lénticos y presenta una
dieta omnivora, se alimenta ocasionalmente de material vegetal y principalmente de
invertebrados y pequefios vertebrados como anuros y peces (Carreira et al., 2005).
Por otra parte, H. malabaricus es un depredador muy agresivo que se alimenta de
macro-invertebrados, peces y anfibios (Andrade et al., 2012; Bistoni et al., 1995). Se
utilizaron dos tratamientos con sefales del depredador exético rana toro, adultos y
larvas por separado. Por ultimo, los dos controles consistieron en una sefal de estrés
de conspecificos para calibrar la respuesta anti-depredador de P. minuta (control

positivo) y agua declorada (control negativo).

A continuacion, se describe la forma de obtencién de los animales utilizados en
el experimento (depredadores y ranas boyadoras), su mantenimiento en laboratorio y

finalmente el procedimiento experimental y andlisis de datos.

Obtencién y mantenimiento de los animales

Ranas toro y boyadoras— El dia 17 de marzo de 2017 se colectaron los ejemplares de
P. minuta y L. catesbeianus en la localidad de San Carlos, Maldonado (34°47'S,
54°53'W), en la que se ha reportado por primera vez la invasion de rana toro en 2015
(Laufer et al., 2017; Lombardo et al., 2016). Esta localidad se encuentra ubicada en la
confluencia de los arroyos San Carlos y Maldonado, 15 km al norte de la capital
departamental Maldonado. Se realiz6 colecta diurna de larvas de rana toro, con la
participacion de cuatro colectores, utilizando como método de muestreo la pesca con
calderin de 30 cm de diametro y 0,5 mm de malla (Heyer et al., 2014; Skelley y
Richardson, 2010). Asi se capturaron diez renacuajos de rana toro, que fueron
acondicionados en bolsas con agua y aire para su posterior transporte. En la noche se
realiz6 la busqueda (con linternas) y colecta manual de adultos (Harper et al., 2010;
Heyer et al., 2014). Asi se capturaron 35 ejemplares adultos de P. minuta y un adulto
de L. catesbeianus que fueron acondicionadas en bolsas y recipientes para su
posterior traslado. Esa misma noche, los ejemplares fueron trasladados al laboratorio
de organismos acuéticos del Centro Universitario Regional Este, donde fueron

alojados y posteriormente utilizados para experimentacion.

Los individuos colectados en campo fueron alojados en acuarios previamente
acondicionados (50x25x40 cm; 50 L). En la preparacion de dichos acuarios se puso

especial énfasis en la higiene, se llenaron con agua declorada y se equiparon con




filtros bioldgicos y aireadores. La rana toro adulta fue alojada en forma individual y los
diez renacuajos de esta especie se dispusieron en un unico acuario. Los ejemplares
de P. minuta fueron separados en tres grupos por sus tamafios corporales (dos grupos

de 12 individuos y un grupo de 11), para evitar su hacinamiento y el canibalismo.

Depredadores nativos—Se utiliz6 para las experiencias, una tararira Hoplias
malabaricus (30 cm de largo total aproximadamente), cedida por el Grupo de Ecologia
y rehabilitacién de sistemas acuéticos del Centro Universitario Regional Este y alojada
en el laboratorio de organismos acuaticos en uno de los acuarios acondicionados. Por
otra parte, se contdé con 15 L de agua extraidos de un acuario con dos tortugas
Trachemys dorbigni (15 cm de largo de caparazén aproximadamente), procedentes de

un criadero.

Para todos los animales alojados en el laboratorio se mantuvo condiciones de
luz natural y un régimen de temperatura constante (18 °C). La alimentacion se realizé
dos veces por semana con alimento vivo Tubifex, obtenido en un acuario y con pellets
comerciales a los renacuajos (Tetra Reptomin). Semanalmente se les realiz6 cambio
de agua y mantenimiento de los filtros. Antes de realizar los experimentos se espero

un periodo de aclimatacion a las condiciones de laboratorio de 20 dias.

Montaje del experimento

El experimento tuvo un disefio factorial con los seis tratamientos diferentes,
definidos como sefiales quimicas de tortuga, tararira, rana toro adulto y renacuajo,
sefiales de estrés de un conspecifico y agua declorada. Para cada tratamiento se
realizaron cinco réplicas. Cada individuo fue utilizado una Unica vez, totalizando cinco
individuos en seis tratamientos. Los individuos de P. minuta fueron aislados en
acuarios de 20x10x15 cm, con 250 mL de agua declorada y
cubiertos con film transparente que permitia filmar las
experiencias evitando el posible escape de los individuos. En la
base de estos acuarios se marc6 previamente subdivisiones en
seis cuadrantes y en sus paredes laterales se colocé nylon

negro, para evitar interacciones entre individuos experimentales

vecinos (Fig. 1). No se tomaron en cuenta las experiencias en

las que los individuos de P. minuta permanecieron trepados a
las paredes de los acuarios y no tuvieron contacto con el agua.
Por lo que se descartaron dos experiencias, una

correspondiente al tratamiento con sefal de tortuga y otra de

Figura 1. Acuarios utilizados
para experimentos de
respuesta de adultos de P.
minuta a sefiales quimicas de
los depredadores.




tararira.

Cada individuo se mantuvo en el acuario durante cinco minutos de aclimatacion
para luego ser sometido a 15 minutos de observacién previo a recibir la sefial (ver
video en Anexo: Link 1). Posteriormente se le agregé a su acuario 40 mL de agua con
sefial, de acuerdo al tratamiento y se mantuvo otros 15 minutos en observacion (Fig.
2). Las sefiales quimicas fueron incorporadas a los acuarios utilizando jeringas con 40
mL de sefal, suministradas en el centro de la pecera (ver video en Anexo: Link 2). Los
tiempos de aclimatacion y de muestreo se determinaron siguiendo la metodologia

propuesta por Polo-Cavia y colaboradores (2010).
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Figura 2. Disefio experimental. Cada acuario contaba con 250 mL de agua y un individuo de
Pseudis minuta. Transcurridos 15 minutos se adiciona una sefial quimica correspondiente a un
tratamiento: 1) control (agua declorada), 2) sefial de estrés, 3) rana toro adulto, 4) rana toro larva,
5) tararira, 6) tortuga, hasta completar 30 minutos. Se miden las variables de actividad de P. minuta
en dos intervalos de 10 minutos (antes y después).

Los tratamientos consistieron en sefiales quimicas de depredacion obtenidas
mediante la extraccidbn de muestras de agua de los acuarios donde cada depredador
se encontraba alojado. Para esto, 48 horas previo a la realizacién de los experimentos
se realiz6 un cambio de agua a todos los depredadores (tortugas, tararira y rana toro

adulto y renacuajos), dejandolos en un volumen de 15 L e interrumpiendo el suministro




de alimento hasta una vez extraida la muestra de agua, minimizando asi posibles
contaminantes en la sefial. Se tuvo especial atencion y precaucion en utilizar
recipientes diferentes para realizar los cambios de agua de los acuarios con
depredadores, evitando posible mezcla de las sefiales quimicas de los diferentes
tratamientos. Se utilizé como sefales de estrés de un conspecifico, el agua obtenida
de un recipiente en el que se coloc6é un adulto de P. minuta el cual fue sometidos a

movimientos bruscos del agua durante cinco minutos.

Registro y medicion de actividad

Durante todo el tiempo de experimentacion se hizo el registro utilizando dos
filmadoras (Sony HDR-CX290), colocadas a una altura de 50 cm de los acuarios y se
dispuso una malla sombra rodeando los acuarios, de forma de evitar que el individuo
visualice al investigador y minimizar efectos no
deseados por su presencia. Estas filmadoras
registraron la actividad de los ejemplares, con los
cuadrantes de fondo, cubriendo tres acuarios a la vez
(Fig. 3). En anfibios se conoce que las respuestas
comportamentales frente a los depredadores
usualmente se encuentran vinculadas a cambios en la
actividad luego de recibir la sefial, siendo la reduccion
en los niveles de actividad la respuesta mayormente
registrada (revision en Kats y Dill, 1998). Por lo que,
como variable de respuesta se registré el movimiento
de adultos de P. minuta antes y después de ser
sometidos a los tratamientos, a partir de los registros
de videos. Para el andlisis de estos se utilizd el
software libre de andlisis de videos JWatcher

(Blumstein et al., 2012). Se registr6 el tiempo total en

gue los individuos de P. minuta se encontraban en

Figura 3. Disposicion de los
acuarios de experimentacion y

filmadora en el laboratorio. haber recibido la sefial quimica (desde el minuto 2 al

movimiento en dos intervalos de 10 minutos, antes de

minuto 12) y posteriormente (desde el agregado de la
sefial hasta completados los 10 minutos). También se realiz6 un conteo del nUmero
de eventos en los que se movio el individuo y en los que cambié de cuadrante de la
pecera. Se tom6 como criterio el cambio de cuadrante cuando la region de la cloaca

pas6 completamente la linea que subdivide los cuadrantes.
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Se midio la distancia recorrida por los individuos utilizando en primera instancia
la herramienta informatica Ardesia, que nos permitié dibujar en la pantalla durante el
transcurso del video la secuencia de puntos de los desplazamientos de los individuos y
tomar capturas de pantalla (ver en Anexo Fig. A 1). Posteriormente, a partir de estas
imagenes generadas, se utilizé el software de analisis de imagen ImageJ (Schneider et
al., 2012) para medir las distancias totales recorridas antes y después de recibida la
sefial quimica. Se tomé como punto de referencia para seguir al individuo en los
desplazamientos el extremo del hocico de la rana y como escala se utilizé la medida

del borde de las peceras.

Una vez finalizados los experimentos, se midi6 en todos los individuos la
longitud hocico-cloaca (SVL) utilizando un calibre digital y se peso6 todos los individuos
con una balanza de precision. Posteriormente, se procedi6 a sacrificar a los
ejemplares de P. minuta, la tararira, los renacuajos y el adulto de rana toro, utilizando
una sobredosis de Eugenol en agua (500 mg/L). Finalmente, fueron depositados en la
coleccion herpetoldégica del Museo Nacional de Historia Natural. El protocolo

experimental fue evaluado y aprobado por CEUA-CURE (protocolo N° 463).

Analisis de datos

Para explorar los efectos de los diferentes tratamientos experimentales, se
utilizé un modelo lineal (Im) aplicado a los datos obtenidos y se buscdé diferencias entre
tratamientos por Andlisis de Varianza ANOVA. Las variables de respuesta
seleccionadas para los analisis fueron las diferencias en: (1) el tiempo total de
movimiento (sumatoria del tiempo total (s) de movimiento de los individuos), (2) el
namero total de eventos de movimiento (conteo del nimero de eventos en que el
individuo abandona el estado de quietud y comienza a moverse), (3) el niUmero total de
cambios de cuadrante (conteo del nimero de eventos en que un individuo atraviesa
completamente una de las lineas que subdivide el acuario), (4) la distancia total
recorrida (medida de la distancia total (cm) que recorre el individuo, considerando los
movimientos en el plano horizontal del acuario) en el intervalo de diez minutos de
observacién. Para obtener estas variables se realiz6 la diferencia del valor observado
antes y después del suministro de las sefales, para cada individuo, calculado como
(después — antes). De esta forma se trabajé con el cambio de comportamiento,
reduciendo la variacion entre posibles patrones comportamentales individuales. Como
variable independiente o factorial fue utilizado el tratamiento (tararira, tortuga, rana toro
adulto y renacuajo, estrés y agua). Finalmente, se explor6 mediante Analisis de

Varianza ANOVA si hubo diferencias en el largo y peso de los individuos segun el
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tratamiento. En todos los andlisis se trabajo considerando un a de 0,05 y los analisis

se realizaron utilizando el software libre R (R Core Team, 2014).

Resultados

Las diferentes variables (tiempo de movimiento, numero de eventos de
movimiento, numero de cambios de cuadrante y de distancias recorridas) de
reconocimiento de rana toro por adultos de Pseudis minuta se comportaron en forma
relativamente similar, pudiendo identificar un patrén mas claro al considerar las
diferencias “después — antes” de recibida la sefal. En esta aproximacion se observo
una menor variabilidad en los resultados. A continuacion, se detallan los resultados
obtenidos para cada una de las variables exploradas, tanto para la diferencia “después
— antes” (ver los resultados de cada uno de los tiempos en forma independiente en
Anexo: Fig. A 1, Fig. A 2).

1) Diferencia de tiempo total de movimiento (DTM)

El andlisis de ANOVA revel6 diferencias estadisticamente significativas entre la
diferencia “después — antes” de tiempo total de movimiento de los individuos de
P. minuta entre los diferentes tratamientos (F; = 2.702; P = 0.047). Las ranas
boyadoras presentaron una actividad media menor al enfrentarse a las sefiales
quimicas de los dos depredadores nativos (tortuga y tararira, Fig. 4). Por lo que, para
ambos tratamientos el valor medio de la DTM fue negativo (tararira X = -20.67 + 3.8 s,
tortuga X = -31.38 + 49s —X = valor medio + desvio estadndar). A pesar de la
tendencia observada, Unicamente el tratamiento tortuga resulté marginalmente
diferente del control (P = 0.0598). Por otra parte, las observaciones obtenidas de los
tratamientos de sefial de rana toro (adulto y larva) y sefales de estrés no mostraron
una diferencia en el DTM medio con respecto al control (rana toro adulto X = 0.644 £
5.8 s, rana toro larva X = 19.45 + 5.6 s, estrés X = 7.52 £ 4.3 s), y presentaron una
gran dispersion. Esta dispersion fue considerablemente menor en el control negativo,

en el que se observo una mediade X =0.31 £ 3.1 s.
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Figura 4. Deferencia (después — antes) en el tiempo total de movimiento de los adultos de
Pseudis minuta en respuesta a los diferentes tratamientos: agua declorada (azul), estrés
(amarillo), rana toro adulto (verde oscuro), rana toro larva (verde claro), tararira
(anaranjado) y tortuga (rojo). La linea gruesa indica la mediana, las lineas finas de las
cajas percentiles 25y 75%.

2) Diferencia en el nimero total de eventos de movimiento (DNM)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el Analisis de
Varianza (ANOVA) para la variable DNM entre los tratamientos (F2; = 1.829; P =
0.1487). Para los tratamientos con sefiales de depredadores nativos se observd una
disminucion en el nUmero de eventos de movimiento (valor medio: tararira X = -24.75 +
4.2, tortuga X = -19.75 £ 4.6) en comparacion al control, pero esto no resultd
estadisticamente significativo (Fig.5). La respuesta de P. minuta a los tratamientos con
sefiales de rana toro y de estrés tampoco resultaron estadisticamente diferentes del
control con valores medios superiores a los registrados para los depredadores nativos
(rana toro adulto X = 0.00 £ 5.7, estrés X = 1.40 + 4.1, rana toro larva X = 20.00 + 6.2).
La variable DNM presentd6 una importante dispersion de las observaciones de
respuesta a los diferentes tratamientos, con excepcion del control negativo (valor
medio X =-2.2 + 3.0).
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Figura 5. Deferencia (después — antes) en el nimero de eventos de movimiento de los
adultos de Pseudis minuta en respuesta a los diferentes tratamientos: agua declorada
(azul), estrés (amarillo), rana toro adulto (verde oscuro), rana toro larva (verde claro),
tararira (anaranjado) y tortuga (rojo). La linea gruesa indica la mediana, las lineas finas de
las cajas percentiles 25y 75%.

3) Diferencia en el numero total de cambios de cuadrantes (“DNCC”)

El andlisis de ANOVA, para los diferentes tratamientos, no revel6 diferencias
estadisticamente significativas para la variable DNCC (Fz; = 2.029; P = 0.114). Los
valores medios de respuesta de los individuos de P. minuta frente a los diferentes
tratamientos resultaron muy variables (tortuga X = -15.00 £ 4.0, tararira X = -13.5 £ 3.2,
estrés X =-2.4 + 3.7, rana toro adulto X =-1.2 + 3.8, rana toro larva X = 13.4 £ 4.9), no
difiriendo estadisticamente con el control negativo (Fig. 6). Se obtuvo una importante
dispersion de las observaciones de respuesta a los tratamientos, con excepcion del

control negativo, cuyo valor medio fue X =-1.2 + 1.8.
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Figura 6. Deferencia (después — antes) en el nimero de cambios de cuadrante de los
adultos de Pseudis minuta en respuesta a los diferentes tratamientos: agua declorada
(azul), estrés (amarillo), rana toro adulto (verde oscuro), rana toro larva (verde claro),
tararira (anaranjado) y tortuga (rojo). La linea gruesa indica la mediana, las lineas finas de
las cajas percentiles 25y 75%.

4) Diferencia de distancia total recorrida (“DDR”)

El Analisis de Varianza (ANOVA) para los diferentes tratamientos revelé diferencias
marginalmente significativas para la variable DDR (F,; = 2.217; P = 0.089). Las
diferencias (después — antes) de las distancias recorridas por los individuos de P.
minuta en los tratamientos con sefiales quimicas de depredadores nativos, registraron
los menores valores medios (tararira X =-98.12 + 8.8 cm, tortuga X = -90.28 + 9.8 cm),
en comparacion con los obtenidos para los tratamientos con rana toro y sefial de
estrés (rana toro adulto X = 0.36 + 11.1 cm, estrés X = 21.13 + 8.4 cm, rana toro larva
X = 105.34 + 13.1 cm; Fig. 7). No obstante, para ninguno de estos tratamientos se
encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto al control negativo
(valor medio X = 2.54 + 6.4 cm). La variable DDR registré una importante dispersion en
los datos para todos los tratamientos, especialmente en los individuos sometidos al

tratamiento de sefal de larvas de rana toro.
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Figura 7. Deferencia (después — antes) de la distancia total recorrida (cm) por los adultos
de Pseudis minuta en respuesta a los diferentes tratamientos: agua declorada (azul),
estrés (amarillo), rana toro adulto (verde oscuro), rana toro larva (verde claro), tararira
(anaranjado) y tortuga (rojo). La linea gruesa indica la mediana, las lineas finas de las
cajas percentiles 25 y 75%.

No se encontrd un efecto estadisticamente significativo del tamafio corporal de
los individuos de P. minuta en los tratamientos (largo: Fs = 0.59; P = 0.71; peso: Fs =
0.33; P = 0.89). El valor medio del largo hocico-cloaca (SVL) fue X = (31.82 + 3.5) mm
y un rango (21.47-36.24) mm (Fig. 8 a). El valor medio del peso fue X =(3.92+1.2) gy
un rango (1.20-6.05) g (Fig. 8 b).
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Figura 8. Distribucion de frecuencias de a) largo SVL (mm) y b) peso (g) de los individuos de
Pseudis minuta utilizados en experiencias.

Discusion

El presente trabajo fue la primera evaluacion experimental de la capacidad de
deteccién de una rana acuatica nativa Pseudis minuta, en estadio post-metamorfico, a
la rana toro como un nuevo depredador. En este sentido contribuye a comprender la
interaccion de esta invasora con una de las especies nativas que, por sus habitos
similares a los de rana toro, podria ser una de las especies mas vulnerables
(Huckembeck et al., 2012; Zank et al., 2010). Si bien el trabajo realizado resulta un
importante aporte, por tratarse de una primera aproximacion a un contexto ambiental
poco conocido para P. minuta, los resultados observados en los experimentos no
resultan del todo concluyentes y no podemos avanzar en la hipétesis planteada. Pese
a esto, podemos destacar que se observaron ciertas tendencias en las diferencias
entre los controles positivos (sefial de tararira y de tortuga) y los negativos (agua
declorada) que parecerian ser consistentes en todas las variables analizadas. En base
a los resultados obtenidos, pareceria que el tratamiento con sefales del depredador
nativo tortuga seria el que genera una respuesta anti-depredador mas evidente en P.
minuta, registrandose una disminucion del tiempo de movimiento luego de recibir la
sefial. Esta respuesta conductual de reduccion de la actividad frente al riesgo de

depredacion percibido coincidiria con el tipo de respuesta esperada, segun la
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bibliografia, para anfibios en el medio acuético (Chivers y Smith, 1998; Kiesecker y
Blaustein, 1997; Polo-Cavia et al., 2010; Zhang et al., 2015)

Si bien las tendencias de las medias coinciden con lo esperado por las
predicciones, muchos de los resultados a los tratamientos se caracterizan por una
importante varianza. Para poder mejorar el procedimiento experimental resultaria
interesante entender el origen de esta amplia variacion entre individuos. Sin duda una
primera explicacion puede ser la ocurrencia de diferencias en atributos entre los
individuos experimentales. Si bien los ejemplares de P. minuta utilizados fueron
seleccionados al azar, se podria haber utilizado individuos de un menor rango de peso
y largo; sin embargo, la evaluacion de estas variables de tamafio corporal no arrojé
diferencias. La otra variable que podria ser controlada es el sexo, ya que no se
sexaron los individuos. De todas formas, los antecedentes experimentales existentes
no provienen de individuos de un Unico sexo (Chivers et al., 1999, 2001). Resultaria
razonable incluso considerar la existencia de variaciones en el comportamiento entre
los individuos debido a diferencias en las personalidades inherentes a cada individuo.
Wilson y Krause (2012) realizan un estudio de medicién personalidades mediante
ensayos conductuales en una especie de rana acuatica Rana ridibunda, en el cual
identificaron de manera experimental la existencia de individuos mas activos y
exploradores que otros, en respuesta a un mismo estimulo y comprobaron que estos
comportamientos eran consistentes a través de la metamorfosis. Por lo que,
considerar a los individuos como unidades experimentales similares y replicables
podria ser un posible factor para tener en cuenta. Como primera medida se podria
reutilizar los individuos frente a diferentes tratamientos, comparar las respuestas
propias del individuo y categorizarlos si se observan diferencias. Por otra parte, en
nuestro estudio partimos de la utilizacion de individuos adultos capturados en el
campo, de los cuales no tenemos conocimiento de la historia de cada uno. Posible
experiencia previa en enfrentamientos con depredadores, podrian afectar la intensidad

de respuesta en nuestros experimentos.

En cuanto al procedimiento experimental, se podria mejorar la metodologia
empleada para suministrar la sefial. En este sentido, un factor para tener en cuenta es
la distancia que separa al individuo del sitio de inyeccién en el momento de administrar
la sefial. Esto se podria corregir con un sistema de administracion méas gradual y mejor
repartida de la sefial. De todas formas, esto podria haber afectado nuestras
observaciones por tratarse de un incremento en el tiempo que el investigador pasa
manipulando, pudiendo afectar a los individuos experimentales. Posiblemente la

situacion de estrés a la que estuvieron sometidos los diferentes individuos puede estar
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enmascarando las diferencias de los tratamientos. Esto se podria mejorar aumentando
el aislamiento (e.g. paredes oscuras, menos luz) y posiblemente trabajando en grupos
y no individuos aislados (situacién que reproduce mejor las condiciones naturales:
Zank et al.,, 2010). De todas formas, se hace necesario probar estas condiciones
porgue tendrian un costo en el desarrollo experimental e implicarian una mayor colecta

de individuos de la naturaleza.

Otro aspecto que se podria considerar es la homogeneidad del agua utilizada
como sefial. El hecho de que el control negativo haya tenido menor dispersion en sus
observaciones nos hace sospechar que el agua con sefal puede haber tenido cierta
heterogeneidad que no hayamos detectado. Esto puede haber sido causado por los
diferentes tiempos entre la preparacion y la utilizacion de la sefal, o, por ejemplo, la
presencia de diferentes compuestos disueltos no en forma suficientemente
homogénea en las aguas utilizadas. Considerando esto, se deberia prestar mas
atencion al manejo de las muestras de agua para sefales quimicas en el futuro. Un
procedimiento que se puede agregar es el filtrado y posterior homogenizacion del
agua, previo a su utilizacion. Si bien existe diversas formas de obtencion de estas
sefales, no hay un fuerte conocimiento de las concentraciones, dosis minimas, forma
de administracion y otros parametros (Chivers et al., 2001; Gonzalo et al., 2007, 2009;
Polo-Cavia et al., 2010; Zhang et al., 2015) que deberian ser evaluados y

estandarizados para el modelo experimental en cuestion.

La calibracion de la respuesta a los depredadores mediante sefiales de estrés
de conspecificos es una practica normal en experimentos con larvas de anuros (e.g.
Gonzalo et al.,, 2007, 2009; Mandrillon y Saglio, 2005; Marquis et al., 2004), pero
escasamente explorada para adultos. En las experiencias presentadas aqui no se
logré que los individuos de P. minuta respondieran a las sefiales de estrés como se
esperaba. Esto pudo deberse a que el método empleado de movimientos del agua no
haya provocado la suficiente liberacion de sefiales de estrés, simulando un riesgo
inminente de depredacion. La utilizacion de técnicas mas invasivas como el uso de
triturados podria ser las que permitan calibrar la respuesta anti-depredadora.

Una alternativa para controlar la variacion, aun ignorando las causas, puede
ser el aumentar el nimero de réplicas por tratamiento. Un mayor namero de réplicas r,
proporciona la posibilidad de aumentar la precision de la estimacion de las medias de

los tratamientos, disminuyendo la varianza s? en una proporcion de s?/r (Kuehl, 2000).

Si bien nuestras observaciones no nos permiten asegurar que P. minuta utiliza

las sefiales quimicas transportadas por el medio acuatico para medir el riesgo de
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depredacion, sabemos que la explotacion del canal quimico en la deteccion de
potenciales depredadores es una estrategia primitiva y muy expandida entre los
diferentes taxa de presas acuaticas (Chivers y Smith, 1998; Kats y Dill, 1998). La
coexistencia prolongada en el tiempo de las poblaciones de P. minuta con la especie
invasora L. catesbeianus podria favorecer el desarrollo de estrategias anti-
depredadoras. El impacto de esta invasion sobre las poblaciones de esta especie
nativa va a estar relacionada, entre otros factores, con la duracién del tiempo de
coexistencia. Sin embargo, mientras las especies nativas no sean capaces de
identificarla como depredador (situacion que ocurre en nuevos focos y/o en el frente de
invasion), la rana toro contara con la ventaja de un mayor acceso a los recursos y
generard un mayor impacto en las comunidades invadidas (Sih et al.,, 2010).
Esperamos que, dado el gran solapamiento en los habitos de vida de ambas especies,

exista una gran presion de seleccion actuando sobre P. minuta.

Esta experiencia es una primera aproximacion que aporta significativamente a
su futuro desarrollo como modelo experimental, para un tema prioritario en
conservaciéon de la biodiversidad regional de anuros, como es la invasion de la rana
toro (Akmentins y Cardozo, 2010; Laufer, 2017; Nori et al., 2011). Ademas, resulta una
experiencia interesante por tratarse de un modelo experimental de respuesta a
depredadores en ejemplares post-metamarficos de un anuro sudamericano, cuando la
mayor parte de la evidencia en la literatura proviene de larvas de especies del
hemisferio norte (Kats et al., 1988; Kiesecker y Blaustein, 1997; Marquis et al., 2004;
Pearl et al., 2003; Zhang et al., 2015). El éxito a futuro en este tipo de experimentos
dependera del desarrollo y comprension de la metodologia, para poder ser

aprovechada en todo su potencial.
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Anexo

Videos disponibles on-line:

e Link 1. Movimiento de Pseudis minuta en acuarios de experimentacion:

https://www.flickr.com/photos/155806382 @N02/36965267423/in/datetaken/

e Link 2. Procedimiento de agregado de agua con sefal quimica:

https://www.flickr.com/photos/155806382 @N02/23782787328/in/datetaken/

Figura A 1. Registro de secuencia de puntos de desplazamientos de los individuos de

Pseudis minuta en un intervalo de tiempo.



https://www.flickr.com/photos/155806382@N02/36965267423/in/datetaken/
https://www.flickr.com/photos/155806382@N02/23782787328/in/datetaken/
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Figura A 2. a) Tiempo total de movimiento y b) Nimero de eventos de movimiento, de individuos adultos de Pseudis
minuta i. antes y ii. después de recibir la sefial correspondiente al tratamiento: agua declorada (azul), estrés (amarillo),
rana toro adulto (verde oscuro), rana toro larva (verde claro), tararira (anaranjado) y tortuga (rojo). La linea gruesa indica la
mediana, las lineas finas de las cajas percentiles 25 y 75%.
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Figura A 3. c) Numero de eventos de cambio de cuadrante y d) Distancia total recorrida por individuos adultos de Pseudis
minuta i. antes y ii. después de recibir la sefial correspondiente al tratamiento: agua declorada (azul), estrés (amarillo), rana
toro adulto (verde oscuro), rana toro larva (verde claro), tararira (anaranjado) y tortuga (rojo). La linea gruesa indica la mediana,
las lineas finas de las cajas percentiles 25y 75%.
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