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RESUMEN

Ecuador es un pais megadiverso que posee una gran variedad de especies de anuros
tanto endémicos como nativos. Este grupo de vertebrados es importante para el
funcionamiento de ecosistemas y la salud ambiental. Sin embargo, en las Gltimas
décadas se ha registrado un declive a nivel mundial. Entre las principales causas del
declive se encuentra la quitridiomicosis, enfermedad producida por el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Una de las causas de su dispersion podria
ser el manejo inadecuado de los anuros por parte de los humanos con fines legales,
ilegales e incluso cientificos. El objetivo de este estudio fue detectar la presencia de
Bd en la Reserva Siempre Verde—Cotacachi y disefiar lineamientos de manejo para
este hongo. Se realizaron frotis con hisopos en la piel de 14 individuos de anuros y
se recolectaron muestras de agua en seis puntos de muestreo en la zona méas himeda
y lluviosa del area de estudio. Cada una de las muestras fue analizada mediante
PCR convencional con el fin de identificar la presencia de ADN de Bd. Los
resultados que se obtuvieron fueron verificados mediante secuenciacion y
comparacion de identidad en el programa informatico Blast. Posteriormente, se
disefiaron los lineamientos de manejo con base en un marco de trabajo conceptual
que permite realizar acciones de manejo que se pueden implementar de manera
inmediata en la Reserva. Se obtuvieron resultados positivos de Bd para 13 de los 14
anuros y para todas las muestras de agua. Por lo tanto, Bd esta presente en anuros y
cuerpos de agua de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi. Se establecieron
lineamientos para reducir Bd en el ambiente y aumentar la capacidad de
amortiguacion de las poblaciones. Ademas, se presentan los protocolos de
bioseguridad para el muestreo y curacion de anuros. Mediante los lineamientos de
manejo se busca aportar en la conservacion de anuros en la integridad ecoldgica del
ecosistema donde habitan.

Palabras claves: Batrachochytrium dendrobatidis, conservacion, anuros, frotis,

eDNA, lineamientos de manejo.
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MANAGEMENT GUIDELINES FOR THE FUNGUS Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) IN ANURANS OF THE SIEMPRE VERDE-
COTACACHI RESERVE

ABSTRACT

Ecuador is a megadiverse country that has a wide variety of endemic anuran species
as native. This group of vertebrates is important for ecosystem functioning and
environmental health. In recent times, however, there has been a decline worldwide.
Among the main causes of this decline is the disease of chytridiomycosis produced
by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). The global dispersion of the
fungus suggests that one of the causes could be the inadequate management of
anuran by humans for legal, illegal and even scientific purposes. Among the main
causes of this decline is the disease of chytridiomycosis produced by the fungus Bd.
The global dispersion of the fungus suggests that one of the causes could be the
inadequate management of anuran by humans for legal, illegal, and even scientific
purposes. The objective of this study was to detect the presence of Bd in the Siempre
Verde—Cotacachi Reserve and to design management guidelines for this fungus.
Swab smears were performed on the skin of 14 anuran and water samples were
collected at six sampling points in the wettest and rainy area of the Reserve. Each
of the samples was analyzed by conventional PCR to identify the presence of Bd
DNA. The results were verified by sequencing and identity comparison in the Blast
software. Subsequently, management guidelines were designed based on a
conceptual framework that allows management actions that can be implemented
immediately in the Reserve. Bd positive results were obtained for 13 of the 14
anuran and for all water samples. Therefore, Bd is present in water bodies and
anuran of the Verde-Cotacachi Reserve. Management guidelines were established
for reduce Bd in the environment and increase the buffer capacity of populations.
In each approach, the management strategies were classified into three classes of
action depending on whether they are implemented in situ, involve the introduction
of amphibians, or are implemented ex situ. In addition, biosafety protocols for
sampling and curing anurans are presented. Through the management guidelines, it
is sought to contribute to the conservation of anurans in the ecological integrity of
the ecosystem where they live.

Keywords: Batrachochytrium dendrobatidis, conservation, anurans, smear,

eDNA, management guidelines
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CAPITULOI.

INTRODUCCION

1.1 Revision de antecedentes

Ecuador es considerado uno de los 18 paises con mayor biodiversidad del planeta
(Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2016). El pais ocupa el tercer puesto con
mayor cantidad de anfibios a nivel mundial, posee 653 especies y es considerado la
region del planeta con la concentracion mas diversa de ranas y sapos. El orden
Anura (ranas y sapos) es el mas abundante, registra 618 especies. Entre las menos
diversas se encuentran los 6rdenes Gymnophiona (cecilias) con 25 especies y

Caudata (salamandras) con 10 especies (Ron et al., 2021).

Los anuros son importantes para el funcionamiento de los ecosistemas ya que
cumplen un rol importante en la cadena trofica como controladores de poblaciones
de insectos (Gascon et al., 2007). Ademas, son capaces de demostrar el estado de
conservacion del ecosistema donde viven, ya sea acuético o terrestre (Ramirez,
2010). Sin embargo, en los ultimos tiempos este orden se ha enfrentado a
circunstancias que han causado un declive poblacional (Narvaez, 2014), debido a
diferentes factores como la destruccion del habitat, contaminacion, introduccion de
especies exoticas, la actividad agricola, y otros factores ambientales y antropicos
que alteran las dinamicas poblacionales (Quispe, 2018). Como consecuencia es el
unico orden en riesgo a nivel mundial, ya que su distribucion se limita a pequefios
rangos geograficos que registran alta susceptibilidad a diferentes impactos
ambientales (Wake y Vredenburg, 2008).

A nivel ecoldgico, el declive poblacional de los anuros puede generar cambios en
la composicion de especies y modificar diversos procesos ecoldgicos que hacen
parte del funcionamiento natural de los ecosistemas, tales como: relaciones
depredador-presa y parasito-hospedero, el ciclo de nutrientes, regulacion de plagas
y en algunos casos la dispersion de semillas (Echeverria et al., 2014). Por lo tanto,
el cambio en la abundancia de individuos de anuros genera importantes efectos

sobre la estructura de comunidades de fauna y flora, altera procesos ecosistémicos
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claves como la formacidn de suelo y tiene efectos negativos en la persistencia de
numerosas plantas, lo que implica diversos efectos en el ecosistema (Armesto y
Sénaris, 2017). Ademas, muchas poblaciones remanentes tienen una conectividad
limitada, se encuentran en habitats subdptimos y es probable que tengan una mayor
vulnerabilidad a los eventos estocasticos y otros procesos amenazantes
(Puschendorf et al., 2011). En consecuencia, se necesitan estudios que contribuyan
con informacion clave para el manejo de poblaciones de anuros y evitar el declive

de sus poblaciones.

Uno de los principales factores involucrados en la disminuciéon poblacional de
anuros son las enfermedades emergentes como la quitridiomicosis. Esta
enfermedad se caracteriza por ser infecciosa y virulenta (Ron, 2005), y es
ocasionada por el hongo quitrido Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Aunque
su origen sigue en estudio (Goka et al., 2009), se cree que uno de los vectores es el
ser humano, quien, a través del manejo de anuros con fines comerciales, ilegales e
incluso cientificos, ha sido el responsable de su dispersion (Aguirre y Lampo,
2006).

De acuerdo con Berger et al. (1998), Bd es un patogeno que coloniza las superficies
queratinizadas de los anuros, afectando a las estructuras del disco bucal de los
estados metamdrficos y causando alteraciones en la epidermis tanto de juveniles
como de adultos e incluso llevandolos a la muerte. El hongo quitrido es generalista,
por lo que ha llegado a perturbar durante su modo reproductivo a diversas especies
de anuros, principalmente aquellas que habitan en cuerpos de agua en su ciclo de
vida (Morgan et al., 2007). También se destaca la alta tolerancia ambiental de Bd,
por lo que se deduce a que tiene un habitat muy amplio (Ron, 2005). Existen
registros de infeccion en todos los continentes, a excepcion de la Antartica. De
acuerdo con modelos de distribucién, la dispersion se efectia a través de ranas
infectadas, agua con zoosporas o un huésped reservorio que todavia no se ha
logrado comprender (Bletz et al., 2017).

El primer caso de quitridiomicosis encontrado fue en ejemplares de Xenopus laevis
colectados en Africa en 1938 (Weldon et al., 2004). En 1980 herpetdlogos de varios
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paises registraron disminuciones en las poblaciones de anuros en zonas donde no
existia evidencia de efectos antropicos como la contaminacion, la sobreexplotacion
de especies 0 la introduccion de especies invasoras (Parra et al., 2015). EI primer
estudio cientifico de quitridiomicosis cutanea fue conocido en el afio de 1998,
donde se encontro al hongo patégeno como el responsable de la mortalidad masiva

de anuros en Australia y América Central (Berger et al., 1998).

La amplia gama de condiciones bajo las cuales se ha encontrado al hongo quitrido
y su alta tasa de deteccion en los neotropicos sugiere que Bd ocupa una parte
importante de las principales regiones naturales de América Central y del Sur.
Estudios previos consideran que el patdgeno pudo ser diseminado en Sudamérica
por la introduccion de especies foraneas, como las ranas Xenopus laevis y
Lithobates catesbeianus, las cuales ya han sido reportadas como portadoras del
hongo en paises como Venezuela, Argentinay Chile, entre otros (Bonaccorso et al.,
2003; Hanselmann et al., 2004; Sanchez et al., 2008; Solis et al., 2010; Ghirardi et
al., 2011).

En paises como Costa Rica, Venezuela, Panama, Puerto Rico, Argentina, Brasil y
Ecuador, desde la década de los 80 se han observado declives en la poblacion de
anuros y una alta prevalencia de quitridiomicosis (Longo et al., 2010; Lescano et
al., 2013; Guayasamin et al., 2014).

A nivel nacional desde 1998 se registrd que esta enfermedad que ataca a los anuros,
estaba incidiendo con su estado de conservacion en el pais (Ron y Merino, 2000),
y hasta el momento se han reportado especies positivas en 11 provincias: Pichincha,
Orellana, Azuay, Morona Santiago, Napo, Imbabura, Chimborazo, Esmeraldas,
Cotopaxi y Tungurahua, en veintisiete especies de anuros tales como: Agalychnis
spurrelli, Atelopus exiguus, Atelopus sp., Bolitoglosssa peruviana, Engystomops
pretersi, Gastrotheca litonedis, Gastrotheca pseustes, Gastrotheca riobambae,
Gastrotheca sp., Hyloxalus jacobuspetersi, Leptodactylus discodactylus,
Leptodactylus pentadactylus, Leptodactylus rhodomystax, Nelsonophwyne
aequatorialis, Osornophryne guacamayo, Pristimantis achatinus, Pristimantis

calcarulatus, Pristimantis conspicillatus, Pristimantis festae, Pristimantis
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kirklandi, Pristimantis lanthanites, Pristimantis leoni, Pristimantis ockendeni,
Pristimantis sp., Pristimantis waoranii, Raebo cf. Glaberrimus; la mayoria de estos
hallazgos de puesta terrestre y en zonas entre los 1200 a los 3600 m s.n.m.
(Manzano, 2010; Vizcaino et al., 2013).

En los estudios de ecologia, conservacion y manejo de vida silvestre, el monitoreo
resulta ser indispensable porque permite detectar los cambios ocurridos en las
poblaciones, ensambles, comunidades o gremios para comprender sus dindmicas
temporales-espaciales (Walker et al., 2000). Sin embargo, es necesario utilizar
métodos complementarios de técnicas de muestreo, que implican restricciones
como tiempo, dinero, nimero y experiencia de los investigadores, equipos de
mediciones y registros, dificultades taxondmicas y demas imprevistos (Hammond,
1994). Existen varias metodologias para muestrear e inventariar la anfibiofauna,
entre estas se encuentran la colecta manual, uso de trampas y observacién directa
(Maneyro, 2019).

La deteccion de Bd mediante técnicas microscopicas y moleculares a partir de
muestras de tejido de anuros es una de las estrategias de diagndstico mas empleadas
(Berger et al., 1998; Boyle et al., 2004; Ramirez, 2010; Viéafara et al., 2020). La
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido muy utilizada para la deteccion
y cuantificacién de organismos como los hongos (Diz, 2020). Se requiere la captura
de anuros que podrian o no tener este patdégeno para realizar analisis histolégicos,
desencadenando inconvenientes de muestreo e incluso dispersandolo de manera

involuntaria (Aguirre, 2011; Vasquez et al., 2012).

El ADN ambiental (eDNA) es un método para extraer ADN de un ambiente de agua
o suelo sin la necesidad de tener contacto directo con el organismo que se pretende
estudiar (Taberlet et al., 2012; Ruppert et al., 2019). El ADN ambiental es el ADN
que liberan los seres vivos en el ambiente a través del cabello, piel, gametos, heces
y otras fuentes (Wilcox et al., 2013; Eiler et al., 2018).

Varios estudios han podido demostrar que el método del ADN ambiental se puede

utilizar para detectar organismos que atentan contra la integridad de la diversidad
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bioldgica. Entre estos se encuentra el estudio realizado en lagos del Parque Nacional
Cafion de los Reyes en California que logré detectar a Bd en muestras de eDNA
colectadas un mes antes de la muerte causada por este hongo (Kamoroff y Goldberg,
2017). Otro estudio realizado en Cuba examind la distribucion geogréfica de Bd
mediante muestras ambientales en donde se obtuvo un 60% de resultados positivos
para el hongo quitrido en los sitios muestreados de la isla (Cadiz et al., 2019).
Asimismo, Julian et al. (2019); lograron detectar a Bd mediante muestras
ambientales de agua con un 95% de confianza. En Noruega, en el 2017, se detecto
ADN de Bd en muestras de agua del sudeste, por lo que este estudio resulto Util
como método de deteccidn temprana (Norwegian Scientific Committe for food and
Environment [VKM] et al., 2019).

Bravo y Moreno (2020), sugieren que la transmision de este hongo y su enfermedad
se relacionan con la implicancia humana mediante el trafico de anfibiofauna,
inadecuadas manipulaciones de anuros durante los estudios cientificos, entre otros.
Ante esto, lineamientos de manejo que contemplen aspectos ecoldgicos pueden
conseguir que la deteccion del hongo quitrido, administracion de sitios y manejo de
especies anuras con mayor riesgo, se realicen de una forma apropiada (Basanta,
2019). Para mitigar los efectos de la quitridiomicosis, (Mutschmann, 2015) sugiere
que se debe realizar su correcta identificacion. Luego se utilizan métodos
antimicéticos o quimioterapéuticos (Hudson et al., 2016). En un estudio realizado
por Bosch et al. (2015), combinaron el tratamiento antifingico (itraconazol) con la
desinfeccion quimica ambiental, erradicando la infeccién de Bd durante dos afios.
Knapp et al. (2022), lograron reducir la carga de Bd mediante el tratamiento

antifangico, aumentando la supervivencia de los anuros.
1.2 Problema de investigacion y justificacion

Ecuador, siendo el tercer pais con mayor riqueza y abundancia de anuros a nivel
mundial (Ron et al., 2021), se estd enfrentando a una pérdida considerable de
especies de anuros (Velazquez et al., 2008). Estudios realizados acerca del hongo
Bd en el pais demuestran que este patdgeno podria representar una amenaza para la

integridad de las especies de anfibiofauna (Vizcaino et al., 2013).



En cuanto al estado de conservacidn de anfibiofauna del pais se han registrado 618
especies de anuros distribuidas en 19 familias y 76 generos, de las cuales 295
especies son endémicas, 205 especies se encuentran bajo alguna categoria de
amenaza, 15 especies en peligro critico (posiblemente extintas), 51 en peligro
critico, 85 en peligro, 50 en la categoria vulnerable, 65 especies se encuentran bajo
la categoria casi amenazada, 141 en preocupacién menor y 219 en la categoria de

datos insuficientes (Jambatu, 2021).

Gascon et al. (2007), considera que la quitridiomicosis afecta a los anuros que
habitan en ecosistemas saludables, por lo que la pérdida de especies podria
comprometer la integridad de dichos ecosistemas. Asimismo, se conoce que en el
pais existen escasos esfuerzos para detectar a Bd (Merino, 2001; Bonaccorso et al.,
2003; Lips et al., 2003; Burrowes et al., 2004) y que el factor antrépico esta
estrechamente vinculado con presencia de enfermedades emergentes infecciosas
como la quitridiomicosis (Lips K., 1999). Hasta el momento se han reportado
especies positivas para quitridiomicosis en 19 localidades y 11 provincias, entre las

cuales consta Imbabura (Vizcaino et al., 2013).

El muestreo de poblaciones de especies biolégicas es primordial para establecer
monitoreos con los cuales se puede conocer el estado de conservacion de las
especies. En este proceso se realizan manipulaciones que podrian afectar el estado
de inmunodepresion de las especies y aumentar la susceptibilidad de la poblacion
en estudio a patdgenos introducidos o autéctonos (Martin et al., 2007). Como en el
caso de los anuros, mientras mas largo es el tiempo en cautiverio es mas probable
gue sean expuestos a una gama de virus, hongos o paréasitos diferentes a las que

normalmente esta expuesto en vida libre (Aguirre y Lampo, 2006).

Aunque las estrategias de manejo experimentales estan en marcha, hay pocos
estudios sobre el manejo in situ de especies de anuros amenazadas por
quitridiomicosis (Joseph et al., 2013). Hasta la fecha, el manejo de enfermedades
en anuros generalmente se ha enfocado en mitigar la propagacién de enfermedades

y asegurar colonias cautivas en lugar de restaurar poblaciones después de una
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epidemia. Los estudios existentes estan dirigidos, en gran medida, a los encargados
de la formulacion de politicas y a los investigadores, en lugar de estar dirigidos a
quienes manejan la vida silvestre in situ (Woodhams et al., 2011). Por lo tanto, se
necesitan lineamientos de manejo que apuntan directamente a la reduccién de la
quitridiomicosis en las poblaciones de anuros y que describan estrategias para
mejorar la capacidad de amortiguamiento de las poblaciones contra la mortalidad

inducida por esta enfermedad.

Una de las técnicas mas utilizadas para la deteccion de Bd es la reaccion en cadena
de la polimerasa 0 PCR, que requiere en primera instancia el contacto directo con
los individuos de anuros a través de muestreos (Seanna et al., 2004). Por otro lado,
se ha demostrado que la técnica de ADN ambiental, ademas de ser no invasiva,
resulta tener un alto potencial para la deteccion de especies invasoras como el hongo
quitrido (Riascos et al., 2018).

En Ecuador no se han realizado suficientes estudios sobre la deteccion de Bd en
anuros, y tomando en cuenta que la técnica de ADN ambiental no es invasiva y
sobre todo que es efectiva, este estudio busca detectar la presencia del hongo
quitrido Bd en especies de anuros y cuerpos de agua de la Reserva Siempre Verde-
Cotacachi utilizando eDNA. Asimismo, se busca establecer lineamientos de manejo
del hongo Bd con el fin de que sirvan como una base de partida para la ejecucién
de estudios que a futuro puedan implementar acciones preventivas para impedir la
incrustacion del hongo o reducir su impacto de establecimiento. Dichos
lineamientos son un factor clave para la conservacién de los anuros de la Reserva
y deben considerar el componente social, ecoldgico y cientifico para conseguir
conjuntamente instrumentos, medidas y herramientas que permitan la aplicacion de

decisiones en pro de la preservacion.

En sintesis, un gran esfuerzo de investigacion se necesita hacer con el fin de
proponer acciones de manejo in situ. Por lo tanto, es crucial que se realicen
intervenciones en campo a partir del conocimiento que se genere para probar
soluciones novedosas contra Bd in situ. Esta investigacion se basa en el Plan de

Creacion de Oportunidades 2021-2025 porque responde al eje 4 de Transicion
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ecoldgica y al objetivo 11 referente a “Conservar, restaurar, proteger y hacer uso
sostenible de los recursos naturales”. Por tal motivo se debe considerar la
investigacion cientifica, desarrollo e innovacién con el contingente de las
universidades que respondan a las necesidades referentes a la conservacion de la

biodiversidad (Secretaria Nacional de Planificacion, 2021-2025).

El trabajo estd enmarcado en el proyecto de investigacion “ADN Ambiental”
perteneciente al programa “VLIR-NETWORK” del Laboratorio de Investigaciones

Ambientales UTN (LABINAM) con financiamiento internacional.
1.3 Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Establecer lineamientos de manejo del hongo Batrachochytrium dendrobatidis en

especies de anuros y cuerpos de agua de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi.
1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la presencia de Batrachochytrium dendrobatidis en especies de
anuros de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi

e Detectar la existencia de Batrachochytrium dendrobatidis en cuerpos de
agua de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi utilizando la técnica de ADN
ambiental.

e Disediar lineamientos de manejo de Batrachochytrium dendrobatidis en

anuros de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi.

1.4 Preguntas directrices

¢Existe la presencia del hongo Bd en anuros y cuerpos de agua de la Reserva

Siempre Verde-Cotacachi?

¢Qué lineamientos de manejo de Bd se pueden establecer en la Reserva Siempre
Verde-Cotacachi?



CAPITULO II.
REVISION DE LITERATURA

2.1. Marco tedrico referencial

2.1.1. Taxonomia y caracteristicas de los anfibios

La palabra “anfibio” proviene del griego y significa animales que pueden vivir
indistintamente en tierra o sumergidos en el agua (Hutchinson, 2009). Los anfibios
a lo largo de su vida pueden vivir en los dos medios: en el agua, cuando son larvas,
y en tierra cuando son adultos (Ballesteros et al., 2019). Sin embargo, algunos pasan
toda su vida en el agua y otros nunca abandonan la tierra, son ectotérmicos, pero
algunos pueden llegar a tolerar temperaturas corporales muy bajas, y su piel se
mantiene himeda (Manzanilla y Péfaur, 2000). Este grupo de vertebrados
pertenecen a la clase Amphibia y esta formado por mas de 8000 especies divididas
en tres drdenes: Anura (ranas y sapos), Caudata (salamandras) y Gymnophiona
(cecilias) (Ron et al., 2021).

Segun Ballesteros et al. (2019), los anfibios se clasifican taxonémicamente como

se muestra en la siguiente tabla (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de los anfibios

Clasificacion taxondmica

Reino Animal
Phyllum Chordata
Subphyllum Vetebrata
Superclase Tetrapoda
Clase Amphibia
Orden Anura

Orden Caudata
Orden Gymnophiona

Fuente: (Ballesteros et al., 2019)



2.1.2. Anuros
2.1.2.1. Etapa larval y metamorfosis

La importancia evolutiva de la larva esta basada en que los anuros llevan a lo largo
de su ciclo reproductivo dos tipos de vida diferentes; las larvas son acuéticas y 1os
adultos terrestres, asi, larvas y adultos difieren entre si en sus modos de respiracion,
locomocion y alimentacion. Esto se refleja en su comportamiento y respuestas a los
estimulos ambientales, las larvas utilizan dos fuentes de recursos independientes,
por ello no compiten con los adultos por alimento o refugio. Por su parte, los anuros
sufren una serie de cambios abruptos post-embrionarios denominados
metamorfosis, que implica transformaciones estructurales, fisioldgicas bioquimicas

y comportamentales (Duellman y Trueb, 1986).

Los cambios de la metamorfosis pueden ser clasificados en dos: la primera
compuesta de regresion de estructuras y funciones que solo son significativas para
la larva, transformaciones de estructuras larvales en formas Utiles para el uso del
individuo adulto y la segunda que incluye el desarrollo de nuevas estructuras y
funciones que son esenciales para el adulto. Los cambios mas notorios durante la
metamorfosis son los morfoldgicos, estos se acenttan en los anuros, donde la larva
acuatica sufre una transformacion drastica para convertirse en un adulto terrestre
(Muzio, 1995).

Las patas posteriores crecen y maduran, las patas anteriores se desarrollan en las
camaras branquiales, de las que emergen en el ultimo periodo de la metamorfosis.
Las branquias internas y los vasos sanguineos asociados se degeneran mientras se
desarrollan los pulmones, la cola es reabsorbida y la piel se hace méas gruesa con el
desarrollo de glandulas dérmicas. Las estructuras orales de las larvas se degeneran
y se forma la boca del adulto, en la que crecen la lengua y las estructuras laringeas
asociadas. También el intestino se acorta y se diferencia el tracto digestivo, a su
vez, los ojos se agrandan y sufren cambios estructurales y también se desarrollan

los parpados (Muzio, 1995).
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2.1.2.2. Importancia del agua para los anuros

Para la mayoria de las especies de anuros el agua es muy importante, pues en esta
depositan sus huevos y les permite mantener su piel himeda, por ello la mayoria
vive en ambientes humedos o acuosos. El cuerpo de las especies que pasan mucho
tiempo en el agua esta bien adaptado a la vida acuéatica, como las ranas que viven

en los estanques disponen de dedos palmeados para nadar (Hutchinson, 2009).

Los anuros no ingieren agua por la boca en condiciones naturales, obtienen el agua
atraveés de la piel (Bentley, 1966). El agua es almacenada en la vejiga urinaria, cuyo
contenido puede llegar al 30 0 40% del peso del cuerpo en algunos anuros terrestres
(Ruibal, 1962). La piel de la mayoria de los anuros es delgada y requiere estar
himeda para mantenerse sana. Ademas, permite que el agua sea absorbida o resbale

sobre ella y permite que el oxigeno penetre en el cuerpo (Hutchinson, 2009).
2.1.2.3. Alimentacion

Los anuros tienen un rol muy importante en la cadena tréfica bioldgica, pues son
depredadores de insectos e invertebrados. Las larvas de rana son tipicamente
herbivoras, mientras que los adultos son carnivoros, lo que los expone a una gran
diversidad de alimentos, depredadores y parasitos. Por lo general, el género
Batrachyla se alimenta principalmente de aracnidos, dipteros, himendpteros y
crustaceos (Picheira-Donoso, 2002; Diaz-Péez y Ortiz, 2003). Por su parte el género
Bufo posee diferencias en la dieta entre poblaciones, pues se alimentan de
coleopteros, colémbolos, dipteros y efemerdpteros, aracnidos, material vegetal y
mudas de piel. La clase Cusiverbera tiene un alto consumo de hemipteros y
coledpteros, asi también las larvas de esta clase se alimentan de algas, donde la
mayor parte corresponde a diatomeas, cloréfitos, cianofitas y euglendfitos. La clase
Pleurodema, se alimenta de diferentes hemipteros, neuropteros, plecopteros, entre
otros (Diaz, 2003).
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2.1.2.4. Reproduccion

Los anuros poseen escasa capacidad de dispersion por lo que se encuentran muy
ligados a sus habitats de reproduccidn, esto los convierte en organismos muy

sensibles a cambios locales (Lozano y Cadifianos, 2007).

Para efectuar su apareamiento y reproduccion necesitan estar en el agua pues los
huevos no poseen cascara para estar protegidos. Estos estan envueltos por una masa
gelatinosa que los cubre. Los machos llegan a las charcas donde se van a reproducir
y a través de sus cantos y secrecion de hormonas logran atraer a las hembras. El
apareamiento tiene el nombre de amplexo o abrazo nupcial. EI macho se sitla
encima de la hembra y descarga su esperma conforme la hembra arroja los huevos

aun sin fecundar cubiertos por una sustancia pegajosa (Beltran et al., 2016).

La mayoria de las especies tienen una etapa reproductiva que dura alrededor de dos
afos, estos desovan y sus ciclos de vida constan de dos etapas. Sus huevos solo
poseen una pequefia cantidad de yema, pero son incubados hasta desarrollar larvas
que viven en el agua (renacuajos) y son muy distintos a los adultos. Posteriormente,
las larvas se transforman en adultos con la capacidad de respirar y vivir sobre todo
en tierra (Hutchinson, 2009).

2.1.2.5. Importancia ecoldgica de los anuros

Los anuros en general toleran muy poco la contaminacion del agua, el deterioro del
habitat y la fragmentacion de los bosques, por ello son considerados bioindicadores
de calidad ambiental de los ecosistemas naturales; incluso los cambios en su
composicion y abundancia pueden revelar la presencia de sustancias letales para la
vida del hombre y el resto de los organismos (Rueda et al., 2004). Su presencia es
esencial para la conservacion de la biodiversidad, también para poder establecer el
microclima de un hébitat (Catala, 2011). Los anuros contribuyen en la provision de
varios servicios ecosistémicos, tales como: el flujo de energia-materia y el ciclo de

nutrientes, que favorecen al bienestar social (Diaz et al., 2019).
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De acuerdo con Ballesteros et al. (2019), los anuros son de gran importancia
ecologica, porque aportan en los distintos niveles de las cadenas troficas, lo que
contribuye en el mantenimiento de las relaciones funcionales de los ecosistemas.
También son depredadores de invertebrados siendo controladores de poblaciones
de insectos que podrian convertirse en plaga o ser transmisores de enfermedades
(Young et al., 2004). Sin los anuros, los insectos aumentarian su abundancia de
manera descontrolada, alimentandose de hojas joévenes y pondrian en riesgo el
crecimiento de nueva vegetacion (Herrera et al., 2020). Asimismo, este orden se
destaca por su importancia econémica, ya que se lo utiliza en la medicina para la
extraccion de antibioticos, alucinégenos, calmantes de dolor, entre otros (Lips et
al., 2001).

2.1.2.6. Estado de conservacion de los anuros

Para conocer el estado de los anuros se efectud la primera evaluacion mundial
elaborada por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
publicada en 2004, donde se encontrd que un 43% de las especies tenian un declive
de la poblacion; 7,4% se hallaban en la categoria més alta de riesgo siendo este el
nivel mas peligroso de un taxén vertebrado relevante; es alarmante debido a que el
22.5% de las especies conocidas en ese entonces (5743) carecian de estudios y no
podian ser evaluadas. En los ultimos afios este problema ha incrementado y la
proporcion de especies escasamente conocidas se ha elevado (Wake y Koo, 2018).
Aproximadamente un tercio de los anuros del Ecuador se encuentran en peligro de
extincién, el 56.7% de especies 0 se encuentran amenazadas o hay datos

insuficientes para poder determinar su estado de conservacion (Ron et al., 2021).

Las causas de la disminucién de poblaciones de anuros son numerosas, y se
relacionan con la destruccion del habitat, tala de bosques, cambio de cobertura
vegetal, urbanizacion y drenaje de humedales. También el uso de pesticidas y
fertilizantes y el incremento de temperaturas ambientales y sequias provenientes
del cambio climético, y la quitridiomicosis producida por el hongo quitrido Bd
(Wake y Koo, 2018).
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El ciclo vital de los anuros los convierte en seres especialmente sensibles, pues se
compone de fases acuaticas como terrestres, por lo que son propensos a sufrir
alteraciones que se produzcan en ambos medios. Su piel desnuda y permanente los
convierte en seres vulnerables ante la presencia de agentes contaminantes o
patdgenos (Lebboroni et al., 2006). Sin embargo, los anuros pueden ser el Unico
grupo que actualmente se encuentra en riesgo a nivel global. Una evaluacion
detallada con base en actualizaciones posteriores muestra que un tercio o mas de

6300 especies estan en peligro de extincién (Wake y Vredenburg, 2008).

Los primeros indicios sobre el declive de estos animales se revelaron en el First
World Congress of Herpetology en el afio 1989, donde la comunidad cientifica
advirtio que esta pérdida de anfibiofauna estaba ocurriendo de forma simultanea en
diferentes partes del mundo. Luego se realizaron evaluaciones de las poblaciones,
observandose que aproximadamente un tercio de las especies estaban amenazadas
y que un 43% estaban experimentando alguna forma de disminucion poblacional
(Stuart et al., 2004).

2.1.2.7. Declive de anuros

El tamafio poblacional de anuros puede variar de manera natural. Sin embargo, los
eventos naturales no explican la rapidez ni la extension tan amplia de los declives
(Stuart et al., 2004). Se han atribuido numerosos factores que favorecen al declive
global de este grupo, tales como: la destruccién, alteracion y fragmentacion del
habitat (Cushman, 2006), la contaminacion por quimicos (Relyea y Diecks, 2008),
la introduccion de especies invasoras (Vredenburg, 2004), y la sobreexplotacion de
especies (Jensen y Camp, 2003). No obstante, existen factores mas perniciosos que
pueden llegar a habitats que no han sido alterados como el cambio climatico
(Pounds et al., 2006), el incremento de radiacion ultravioleta-B (Blaustein et al.,
2003) y enfermedades emergentes como la quitridiomicosis producida por Bd y los
Ranavirus de la clase Iridoviridae (Duffus y Cunningham, 2010). También se
presentan bacterias, trematodos y oomycetes patdgenos como Saprolegnia ferax

que han sido relacionados con la mortalidad de poblaciones de anuros y la infeccién
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por dermocistidios causante de lesiones cutaneas en forma de quistes o nodulos

multifocales (Dopereiro, 2019).
2.1.3. Quitridiomicosis
2.1.3.1. Definicién

La quitridiomicosis es una enfermedad infecciosa en los anuros y provocada por el
hongo Bd. Puede producir laceraciones en la piel, aturdimiento, pérdida de apetito
e incluso la muerte (Berger et al., 2009). Las laceraciones en la piel producidas por
el quitrido muestran cambios en el color de la piel (oscurecimiento o decoloracion),
las puntas de sus dedos se enrojecen y la piel se deteriora en exceso (Berger et al.,
2009; Voyles et al., 2011).

La piel de los anuros al verse afectada impide el transporte de sodio en el estrato
granuloso de la epidermis, deteriorandola, lo que a su vez altera el transporte de
agua, oxigeno y electrolitos primordiales para la osmorregulacion (Campbell et al.,
2012). Los cambios electroliticos y la pérdida de sodio, potasio y iones de cloruro
conllevan a perjudicar la funcion cardiaca y por ende provocar un paro cardiaco en
los anuros (Voyles et al., 2011; Salla et al., 2018).

La quitridiomicosis ha sido registrada hace poco como la causa del mayor declive
de biodiversidad encontrado, autores indican que esta enfermedad ha influenciado
en la perdida de al menos 501 especies de anuros, probablemente provoco la
extincién de 90 de estas (Scheele et al., 2019).

2.1.3.2. Hongo quitrido: Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)

Se trata de un hongo que causa la enfermedad de quitridiomicosis en anuros, las
decadencias locales, regionales y globales de estos animales, indican que Bd es uno
de los patdégenos mas catastréficos (Brannelly et al., 2015; Olson et al., 2013;
Scheele et al., 2019; Skerratt et al., 2016).

Tedersoo et al. (2018), mencionan que el hongo quitrido pertenece a la Division

Chytridiomicota, clase Chytridiomycetes y orden Rhizophydiales (Tabla 2).
15



Tabla 2 Clasificacién taxonémica de Bd

Clasificacion taxondmica

Reino
Division
Clase
Orden
Genero

Especie

Fungi
Chytridiomycota
Chytridiomycetes
Rhizophydiales
Batrachochytrium

Batrachochytrium dendrobatidis

Fuente: (Tedersoo et al., 2018)

El hongo se presenta de forma esférica y sésil zoosporangio, y zoosporas flageladas

moviles, las zoosporas maviles se incrustan en el sustrato desarrollando rizoides

gue posteriormente originaran a los zoosporangios. Las zoosporas se forman dentro

del zoosporangio y son liberadas al ambiente por medio de tubos de descarga
(Longcore et al., 1999; Berger et al., 2005; Arnhem y Kiessling, 2006).

Por medio de quimiotaxis las zoosporas hallan un huésped apropiado tomando en

cuenta factores quimiotacticos como la queratina o sus componentes, las zoosporas

crean quistes de paredes gruesas que se incrustan en las células epidérmicas con

diminutas proyecciones fibrilares y rizoides (Van Rooij et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Estadios morfologicos de Bd que terminan en la formacion de nuevas
zoosporas

Fuente: (Bravo y Moreno, 2020)

El hongo quitrido para formar una infeccién depende del epitelio escamoso
estratificado queratinizado, los anuros adultos pueden infectarse en diferentes
partes de su cuerpo, mientras que los renacuajos padecen la infeccién unicamente
en donde tienen una capa queratinizada, las piezas bucales o discos orales (Pessier
etal., 1999; Smith, 2013).

2.1.4. Técnica de ADN ambiental (eDNA)
2.1.4.1. Definicion

El ADN, es el material hereditario que se encuentra presente en todos los seres
vivos. La estructura quimica del ADN es igual para todos los organismos, sin
embargo, existen diferencias en el orden de los bloques de construccion del ADN;
estos se denominan pares de bases y brindan informacion para diferenciar a unos
de otros. Existen mas copias de ADN mitocondrial que ADN nuclear y la mayoria
de las investigaciones se basa en detectar el ADN mitocondrial (Pilliod et al., 2013).
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El ADN ambiental (eDNA) es ADN que es liberado por un organismo al ambiente,
las fuentes de eDNA contienen heces, fluidos, mucosas, piel y cabello, cuerpos en
descomposicion y se localiza en forma celular o extracelular, se puede extraer

directamente del suelo, agua y aire, sin la necesidad de estar presente el organismo.

En ambientes acuaticos el eDNA se disuelve mediante procesos hidroldgicos y
perdura por aproximadamente 7-21 dias dependiendo de las circunstancias del lugar
(Dejean et al., 2011; Pilliod et al., 2013; Wilcox et al., 2013; Eiler et al., 2018). La
exposicion hacia factores como la radiacion UV, acidez, Ph, alcalinidad, clorofila,

entre otros, pueden conllevar a la pérdida del eDNA (Pilliod et al., 2013).
2.1.4.2. Uso de eDNA en el monitoreo de especies

Los protocolos que utilizan eDNA ayudan a recopilar datos de manera mas rapida,
rentable y generalizada acerca de la distribucion de especies, por ello se considera
que la deteccion de especies empleando eDNA lograria optimizar los estudios de
biodiversidad y facilitar informacién en cuanto al estado, distribucion y habitat de
especies poco conocidas (Pilliod et al., 2013). El uso de eDNA tiene ventajas sobre
la deteccidn de especies nativas, por lo que se han realizado varias publicaciones al
respecto (Herder et al., 2014).

En los ultimos afos, los métodos de ADN ambiental (eDNA) han demostrado su
capacidad para detectar especies acuaticas ya sean nativas o exdticas, como un
estudio realizado por Secondi et al. (2016), donde se detectd a Xenopus leavis en
estanques, con una densidad tan baja como 1 ind / 100 m2. Ademas, encontraron
una relacién positiva entre la densidad en los estanques y la tasa de amplificacion
del ADN vy dedujeron que se puede aplicar con éxito eDNA en el estudio de
poblaciones invasoras de X. leavis, incluso a baja densidad con el fin de confirmar
casos sospechosos de introduccion, delimitar la expansién de un rango colonizado

0 monitorear la eficiencia de un programa de control.

El estudio realizado por Spitzen-van der Sluijs et al. (2020), logr6 detectar de
manera rapida, temprana y confiable al patdgeno invasor Bd en cuerpos de agua de

los Paises Bajos. Se detectaron tritones infectados con este microorganismo en el
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2015, y se han monitoreado desde entonces hasta el 2018, mediante lo cual se pudo
validar esta técnica in situ, lo que permitié cumplir con el objetivo de probar el
potencial del muestreo de eDNA para la delineacion del rango Bsal y demostrar que
esta técnica se puede aplicar para detectar Bsal en agua estancada. También
permitio probar el método de deteccion temprana de dicho hongo en la mortandad

masiva de salamandras de fuego (Salamandra salamandra) en Europa.

Kamoroff y Goldberg (2017), recolectaron eDNA usando muestras de agua filtrada
de 13 lagos en el Parque Nacional Cafidn de los Reyes. Siete de esos sitios tenian
poblaciones de ranas montafieras de patas amarillas, caracterizadas por su
susceptibilidad a la quitridiomicosis, y 3 de esas poblaciones experimentaron una
muerte relacionada con Bd un mes después del muestreo mediante eDNA. De esta
manera se detectd al Bd un mes antes de la muerte causada por este patdgeno en los
3 sitios registrados, mientras que en los que no hubo deteccion del quitrido no se
observo muerte. Este estudio indica el potencial de utilizar técnicas de eDNA para

la deteccidn temprana de Bd en el medio ambiente.

Igualmente, en el estudio realizado por Barnes et al. (2020), en Texas, siguieron los
métodos de Barnes et al. (2014), a través de ensayos para la vigilancia de los
patdgenos anuros Bd y Ranavirus, recolectaron muestras de agua de cinco lagos de
playa urbanos y un embalse de Lubbock y sus alrededores y utilizaron los métodos
de PCR cuantitativa (QPCR) descritos por Kamoroff y Goldberg (2017), y Hall et
al., (2016), respectivamente. Asi, el método de ADN ambiental resulto exitoso y
una opcién novedosa y complementaria para el monitoreo de patdgenos que atentan

contra la integridad de anuros.
2.1.4.3. Deteccion de especies invasoras

Uno de los grandes inconvenientes para la eliminacion de especies invasoras es el
conflicto de lograr identificarlas en fases larvarias y juveniles, resultando en un gran
inconveniente ya que pasan imprevistas, obstaculizando su exterminio cuando son
adultos reproductores. EI eDNA brinda una deteccion temprana, ayuda a identificar

ADN incluso si la muestra total posee un porcentaje menor al 0.5% (Pochon et al.,
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2013). También posee la facultad de identificar diferentes taxones a la vez y se
puede emplear en aguas dulces y saladas. Sin embargo, se debe tomar precauciones
al momento de interpretar los resultados guiandose de informacion relevante de

presencia/ausencia de especies (Hatzenbuhler et al., 2017).
2.1.4.4. Positivos y negativos usados en eDNA

Los estudios con eDNA requieren controles positivos y negativos para confirmar
los resultados en cada etapa del estudio. Pilliod et al. (2013) menciona que los
controles negativos, consisten en una muestra libre de ADN para detectar una
posible contaminacion. Ademas, la reaccién de PCR debera incluir un control
positivo (muestras que contiene el ADN de la especie de estudio) para asegurar que

la reaccion no fue errénea.

2.1.4.5. Tiempo para monitorear especies

Es importante conocer la ecologia y el ciclo de vida de la especie en estudio; como
el tiempo de reproduccion, ya que esta valiosa informacion ayudaria a elaborar un
plan de muestreo o monitoreo basado en eDNA con mayores posibilidades de
deteccion (Pilliod et al., 2013).

2.1.4.6. Ciclosy replicacién en la PCR con el eDNA

Los estudios con eDNA suelen incrementar el nimero de ciclos de PCR (a mas de
50) a diferencia del ADN tradicional (Dejean et al., 2011; Goldberg et al., 2011;
Herder et al., 2014) esto se debe a que:

1. El eDNA se comporta de manera extrafia al ADN normal y un menor
numero de ciclos puede aumentar el riesgo de “perder” el ADN objetivo.
Sin embargo, Herder et al. (2014) advierte que al incrementar el nimero de
ciclos también aumenta la posibilidad de encontrar falsos positivos.

2. Las probabilidades de que la PCR falle debido a que los cebadores no se
unan al ADN objetivo por las bajas concentraciones en la que este puede

encontrarse.
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El nimero de réplicas de PCR a partir de una misma muestra de ADN varia en las

investigaciones con eDNA, en su mayoria se utilizan 3 réplicas por muestras

(Ficetola et al., 2008). Otros estudios utilizan hasta 12 réplicas por muestras (Biggs
et al., 2015; Herder et al., 2014). Los resultados obtenidos en las PCR con eDNA,

dan como resultado positivo a la amplificacion de una de las réplicas (Herder et al.,

2014).

2.1.4.7. Normas de seguridad con el eEDNA

Herder et al. (2014) han postulado el uso de las siguientes normas de seguridad para

trabajar con eDNA:

1.

Los diferentes pasos (toma de muestras, extraccion, controles, PCR)
deberan poseer areas separadas para evitar contaminaciones y de ser posible
tener cuartos con descontaminacion UV.

Las condiciones ambientales del muestreo (agentes externos) donde se
encuentra la especie objetivo, pueden afectar los resultados dando falsos
resultados, para asegurar la credibilidad de la investigacion. En lo posible,
se sugiere comparar el monitoreo de eDNA con otro tipo de monitoreo que
puede basarse en la observacion o la captura del animal (Twardochleb et al.,
2013).

De acuerdo con la distancia del punto de muestreo, el transporte y
conservacion de las muestras es un factor muy importante para tomar en
cuenta, debiendo usar aditivos (como hielo) o preservantes que mantengan

el ADN presente en la muestra evitando su degradacion.

2.1.5. Lineamientos de manejo

Los lineamientos de manejo se refieren al acceso que tienen las personas a un

recurso, quiénes y de qué manera lo usan y quiénes y como lo administran. La

administracion de los recursos naturales se relaciona con su cuidado, regulacion y

reparto o distribucién (Cahuasqui, 2019). Vasconcelos, (2009) define a los

lineamientos como la descripcion de etapas, fases, pautas necesarias para
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desarrollar actividades o tareas especificas y pretenden servir de orientacion y

ayuda para usar, manipular o dirigir algo cuyo empleo requiere cuidado.

Ademas, el disefio de lineamientos tiene la ventaja de que cuando estos conocen los
resultados de la evaluacion y toman conciencia de que es una percepcion
compartida, puede propiciarse en ellos la reflexion y como consecuencia de estas,
se podran en conjunto disefiar acciones para mejorar la conservacion (Romero,
2018). Los lineamientos de manejo se proponen con el fin de brindar una base
cientifica y técnica que contribuya al proceso de planificacion e implementacion de

pautas para el manejo de los recursos naturales (Kandus y Minotti, 2018).
2.2. Marco Legal

El presente estudio se ha basado en la siguiente politica considerando la legislacion

vigente:

2.2.1. Constitucion de la Republica del Ecuador 2008

De acuerdo con la Constitucion de la Republica del Ecuador (2008). En particular,
las disposiciones del Titulo Il, Derechos, Capitulo Segundo Derechos del Buen
Vivir, Seccion 11 Ambiente Sano: en su Art 14 menciona: Se reconoce el derecho
de la poblacién a vivir en un ambiente sano y ecoldgicamente equilibrado, que
garantice la sostenibilidad y el buen vivir, Sumak Kawsay. Se declara de interés
publico la preservacion del ambiente, la conservacion de los ecosistemas, la
biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais, la prevencion del

dafio ambiental y la recuperacion de los espacios naturales degradados.

2.2.2. Convenio de la Diversidad Bioldgica (CDB)

El presente convenio tiene como objeto la conservacion de la diversidad bioldgica,
la utilizacion sostenible de sus componentes, y la participacion justa y equitativa en
los beneficios de la utilizacion de los recursos genéticos y teniendo en cuenta todos
los derechos sobre esos recursos y tecnologias apropiadas, promoviendo medidas

gue conduzcan un futuro sostenible. Esta investigacion se sustenta en el Art. 7.
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Sobre la identificacion y seguimiento, literal b, que se refiere a la procedencia
adecuada a la diversidad biolégica mediante muestreo y otras técnicas y el
seguimiento de los componentes de la diversidad bioldgica identificados, con
especial atencion a los que requieren la adopcion de medidas urgentes de
conservacion (Naciones Unidas, 1992).

2.2.3. Reglamento al Cédigo Organico del Ambiente

En conformidad con el Reglamento al Codigo Organico del Ambiente (RCOA)
(2019). Se expresa en el Art. 82 la importancia ecoldgica, social, cultural o
econdmica que poseen las especies de Vida silvestre. También el Art. 87 sobre el
deber estatal de proteccion, menciona que “Todas las especies de vida silvestre
estan protegidas por el Estado. Las especies nativas, endémicas, amenazadas 0

migratorias tendran un grado mayor de proteccion”.

La conservacion de la biodiversidad se realizaré ex sito o in situ, en funcion de sus
caracteristicas ecologicas, niveles de endemismo y categoria de amenaza; por ello
el Art. 95, sobre los Instrumentos y medidas de proteccion, expresa que “La
Autoridad Ambiental Nacional, en coordinacién con las autoridades competentes,
identificara las especies 0 grupos de especies de vida silvestre y sus ecosistemas,
sobre los cuales se estableceran instrumentos o medidas preventivas o precautorias
para su proteccion, conservacion y uso sostenible, incluyendo: vedas; planes de
accion; herramientas de monitoreo; medidas de bioseguridad para actividades que
puedan causar impactos adversos en la vida silvestre; mecanismos de conservacion;

y otras que la Autoridad Ambiental Nacional determine”.

El Art. 198 sobre manejo de especies invasoras, destaca que se entendera al manejo
de especies invasoras como el conjunto de actividades que permitan la gestion de
especies que generen impactos sobre el ambiente, la salud o la economia, por
invasiones biologicas. Ademas, menciona que las estrategias contempladas para el
manejo de estas especies son: mitigacion; contencidn; control; erradicacion; y otras

que determine la Autoridad Ambiental Nacional.
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2.2.4. Plan de Creacion de Oportunidades 2021-2025

La presente investigacion se fundamenta en el objetivo 11 del Plan de creacion de
oportunidades 2021-2025, que plantea conservar, restaurar, proteger y hacer uso
sostenible de los recursos naturales, de este modo se considera a la investigacion,
desarrollo e innovacion para responder a las necesidades de conservacién de la

biodiversidad (Secretaria Nacional de Planificacion, 2021-2025).
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CAPITULO 11l

METODOLOGIA

3.1. Area de estudio

El presente estudio se realizd en la Reserva Siempre Verde-Cotacachi,
perteneciente al canton Cotacachi de la provincia de Imbabura. En el area de estudio
se seleccionaron sitios Optimos con presencia de anuros, los cuales fueron elegidos
para realizar muestreo de acuerdo con cercanias con cuerpos de agua, tales como el

rio, arroyos y estanques.

En la Reserva Siembre Verde-Cotacachi se registra la presencia del bosque nuboso.
Esta se encuentra ubicada en la parroquia de Plaza Gutiérrez, al sur del rio
Toabunche (Figura 2). Se extiende en un area de 503 ha, tiene una temperatura
anual que oscila entre 12 a 27 °C., y presenta un rango de elevacién entre 1981 y
3252 m s.n.m. (Lovett, 2008).
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Figura 2. Mapa de ubicacion de la Reserva Siempre Verde
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3.2. Métodos

Para llevar a cabo cada objetivo planteado en esta investigacion se emplearon varios
métodos sustentados en la revisiéon bibliografica de diferentes autores. En esta

seccion se siguid la metodologia descrita a continuacion:

3.2.1. Determinar la presencia de Bd en especies de anuros de la Reserva Siempre

Verde-Cotacachi.
3.2.1.1. Toma de muestras en campo y estudio de Bd en el laboratorio

e Puntos de muestreo

Los puntos de muestreo donde se realiz6 esta investigacion fueron tomados en la
zona norte de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi por ser la zona més humeda y
lluviosa del sitio (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de puntos de muestreo en la Reserva Siempre Verde-Cotacachi
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3.2.1.2. Trampas de Caida (Pitfall).

Las trampas utilizadas para la captura de individuos de anuros en la basqueda de
Bd fueron elaboradas de acuerdo con el método de muestreo indirecto a partir del
modelo propuestos por Ballesteros et al. (2019), el cual propone lo siguiente: Se
trata de colocar barreras o cercas cortas que interceptan a los animales y los
conduzcan a una trampa de caida o de puerta unidireccional ubicadas en los
extremos de la cerca (Vogt y Hine, 1982). Se utilizaron cercas con una longitud de
3m y una altura de 1m, se implementaron 3 de estas trampas con el disefio tipo C

propuestos por Ballesteros et al. (2019) (Figura 4).

i

Figura 4. Construccion a) y disefio de trampas de caidas y sus cercas de desvio, b)
Tipos de trampas de caida segun Ballesteros et al. (2019). c)Derecha: Registro
fotografico de una trampa de caida con el disefio tipo C.

Fuente: (Ballesteros et al., 2019)

Corn (1994), menciona que este método es eficiente para capturar anuros terrestres
de los hébitos fosoriales y comportamiento discreto, aunque algunos autores
sugieren que tambien pueden ser utilizadas para colectar especies de habitos
acudticos e incluso arboricolas. Este método requiere herramientas tales como
palas, laminas rigidas y resistentes, de poco peso y volumen (Dodd y Scott, 1994).
Para la elaboracion de estas trampas se utilizaron mallas delgadas sujetas en sus

extremos con estacas y baldes plasticos de 5 galones.
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3.2.1.3. Observacion directa

Es un método seleccionado por el tiempo limite que requiere la realizacion del
presente estudio. Este consistio en inspeccionar el sitio de muestreo e identificar a
todos los individuos de anuros que se observen en cada recorrido (Mustelier et al.,
2016). Se realizaron recorridos diurnos y nocturnos por los senderos de la Reserva
en sitios cercanos a cuerpos de agua. Este método se complementd con la captura
de anuros directa a través de redes de mano (20 x 20 cm) (Mufioz et al., 2018). Se
tomaron muestras de los individuos de anuros capturados in situ, por medio de
hisopos estériles, para ello se pasé el hisopo de 10 a 12 veces a través de la zona
pélvica y de 3 a 5 veces entre los digitos de los dedos, haciendo que el individuo
agarre el hisopo (Figura 5). Cada hisopo fue etiquetado y situado en su respectivo
tubo con solucién Buffer (600 pL) (Pessier y Mendelson, 2017). Las ranas fueron

liberadas inmediatamente en el sitio de captura después de frotar.

Figura 5. Hisopados de piel en anuros muestreados mediante metodologias de
observacion directa y captura con redes de mano
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Nota. El gréafico representa: a) Hisopado en digitos de un anuro. b) Tesistas sujetando las redes de
mano Yy un cooler. ¢) Muestreo de anuros por el método de observacion directa. d) Hisopado en
pelvis de un anuro.

Posteriormente, las muestras que se obtuvieron por medio del hisopado fueron
llevadas en tubos Eppendorf de 1.5ml en cadena de frio al Laboratorio de
Investigaciones Ambientales (LABINAM) de la Universidad Técnica del Norte.

Con este material se pudo posteriormente identificar al hongo.
3.2.1.4. lIdentificacion taxondmica de los anuros muestreados

Las especies de anuros encontradas en la investigacion fueron identificadas
mediante fotografias, con la ayuda del Dr. Mario Yanez, investigador agregado dos
del Instituto Nacional de Biodiversidad (INABIO). Ademas, varios datos de cada
especie como habitat, descripcién, distribucidn se obtuvieron del repositorio de la
Pontificia Universidad Cat6lica del Ecuador mediante la base de datos Bioweb

Ecuador.

La determinacion de la presencia de Bd en especies de anuros se realiz6 mediante

los siguientes protocolos de trabajo en laboratorio:
3.2.1.5. Protocolos de aislamiento de ADN a partir de muestras de Bd

En el laboratorio, se utiliz el protocolo descrito por Geerts et al. (2018) con
modificaciones descritas a continuacion:
1. A partir de los tubos que contienen los hisopos se procedioé a mezclar 600
pL de Solucion de Tejido y Lysis Celular (Buffer) con 8 pL de Proteinasa
K (50 g/pL) seguido de vortex por 5 minutos.
2. Todos los tubos con las muestras se incubaron a 65 °C por 30 minutos,
mezclando en el vortex de 3 a 5 segundos cada 10 minutos.
3. Con una pipeta se retird todo el liquido de cada tubo, y se transfirié a otro
Eppendorf estéril de 1,5 ml. El tubo Eppendorf con el hisopo fue desechado.
4. Se realizd un vortex de 5 segundos y posteriormente los tubos fueron

incubados a 37 °C por 10 minutos en el termobloque.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Los tubos Eppendorf con las muestras fueron colocados en el congelador (-
10 °C) durante 5 minutos.

Se afadi6 175 pl de MPC (Protein Precipitation Reagent) a cada muestra y
se realizd un vortex riguroso a maxima velocidad por 10 segundos.

Se centrifug6 los tubos con las muestras a 13000 RPM por 10 minutos a 4
°C.

Después de la centrifuga se obtuvo un Pellet y un Sobrenadante. El
Sobrenadante se transfirio a un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 ml, y el Pellet
con el tubo se lo desecho.

Al sobrenadante en el tubo Eppendorf se agreg6 300 pl de isopropanol frio
y se invirtié el tubo a mano de 30 a 40 veces.

Se centrifugd el nuevo tubo Eppendorf a 13000 RPM durante 10 minutos a
4 °C.

A continuacion, se obtuvo un Pellet y un Sobrenadante, cuidadosamente se
pipeteo el sobrenadante (isopropanol) y se lo desechd, todo esto sin que el
pellet se despegue.

Se afiadio 300 pl de etanol frio al 70% y se invirtié los tubos de 30 a 40
veces con cuidado que no se despegue el pellet y se realiz6 un centrifugado
a 13000 RPM de 30 segundos a 1 minuto.

Con una pipeta se removieron los restos de etanol.

Se afiadi6 40 ul de agua ultrapura y se almacenaron a -20 °C para conservar
la calidad de las muestras.

Para la electroforesis en gel de agarosa, se prepardé 50 ml de TBE al 0,5x,
con 5 pL de Sybr safe/Green y agarosa ultrapura al 1% (0,50 g).

Se utilizo el microondas para la mezcla de laagarosay TBE, luego se coloco
la mezcla en un molde con un peine para crear los pocillos donde el ADN
fue depositado.

Después de que el gel quede solidificado, se retird el peine y el gel se coloco
dentro de la camara de electroforesis, se afiadio TBE 0,5x hasta cubrir el
gel.

Para cargar el ADN en el gel, se mezcl6 3 L de ADN con 1,5 L de loading

dye de la casa comercial Invitrogen.

30



19. Para correr el gel se utiliz6 una camara de electroforesis (Mupid One) a 100
V por 30 minutos.

20. Los resultados fueron visualizados en un transiluminador (pp. 566-568).
3.2.1.6. Cebadores especificos de la especie en muestras de tejido

Los cebadores especificos utilizados en la investigacion fueron disefiados por Annis
etal., (2004). Amplifican laregion ITS1 (146 bp) del ADNr 5.8S. La PCR se realizd
en un gradiente de nexo Mastercycler (Eppendorf), el siguiente master mix se usé
en la investigacion: 5 pL TagMan Environmental Master Mix, 0.6 pL de cada
cebador, 2.6 pL de agua esterilizada MilliQ y 1.2 pL de ADN de cada muestra,

obteniendo un volumen final de 10 pL.

Las temperaturas establecidas para la PCR en muestras de hisopos con Tagman®
Environmental Master Mix segin Annis et al., (2004) con modificaciones fueron:
un ciclo de 93 °C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de 93 °C por 45 segundos,
55 °C por 45 segundos y 72 °C por 1 minuto y un ciclo final de 72 °C por 10 minutos
(Tabla 3).

3.2.1.7. Secuenciacion de MACROGEN

Para secuenciar los productos PCR se enviaron los productos para su posterior
purificacién a la empresa MACROGEN. Cada muestra se envié en un tubo
Eppendorf de 1,5 ml con 20 ul de ADN a una concentracion de 40 ng/ul.
Adicionalmente, se envido uno de los dos cebadores. Los resultados de la
secuenciacion fueron tratados en la base de datos de Genbank, mediante el
programa BLAST para comparar el porcentaje de identidad.
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Tabla 3. Caracteristicas de los cebadores utilizados durante la PCR de las muestras de hisopos

Nombre  Cddigo Secuencia Objetivo  Objetivo Condiciones de PCR Temperatura Especies objetivo
(5'-3") de BP de recorrido
°C)
Bd fw.2 Bd fw CAGTGTGCC ITS1 146 10" 93 grados Celsius, 55 Fungus
ATATGTCAC 35x (45" 93 grados (Batrachochytrium
G Celsius, 45" 55 dendrobatidis)

Bd_rv.2 Bdrv CATGGTTCA
TATCTGTCC
AG

grados Celsius, 1' 72
grados Celsius), 10’
72 grados Celsius

Nota. Esta tabla muestra los cebadores que se utilizaron y las condiciones de PCR en el termociclador para las muestras de hisopos.
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3.2.2. Detectar la presencia de Bd en cuerpos de agua de la Reserva Siempre

Verde-Cotacachi utilizando la técnica de ADN ambiental.
3.2.2.1. Toma de muestras y aislamiento de ADN

En cada punto de muestreo, las botellas se enjuagaron con agua destilada
(autoclave) antes de realizar el muestreo. En el rio, se llenaron dos botellas de agua
de 1500 ml en un rango de 50 metros. Cada una de las botellas se completé mediante

la agrupacion de 10 muestras de 150 ml tomadas a lo largo de cada tramo.

En los estanques (estanque grande y estanque pequefio) se recogieron 4 muestras
de 1000 ml de agua en un rango de 5 metros. Posteriormente, en cada uno de los
tres riachuelos se tomaron 1000 ml de agua en un rango de 5 metros. Completando

asi 6 puntos de muestreo en la zona (Figura 6).

Figura 6. Toma de muestras ambientales de agua en la Reserva Siempre Verde-
Cotacachi

Nota. El grafico muestra: a) Toma de muestras de agua en el rio Toabunche. b) Toma de muestras
de agua en estanques. ¢) Toma de muestras de agua en riachuelos. d) Tesistas con muestras
ambientales en trabajo de campo in situ.
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Con el fin de evitar la contaminacion todos los materiales utilizados para la toma
de muestras de eDNA (botellas, tijeras y otros) fueron esterilizados en una solucion
de hipoclorito de sodio (1/5 de cloro comercial 10%) durante una hora; y se
enjuagaron con agua destilada. Para evitar la contaminacion de ADN ambiental se
utilizaron nuevos guantes y practicas de limpieza durante cada muestreo. Se utilizo
un cooler con elementos de refrigeracion para la preservacion de las muestras; las
botellas de muestreo se cubrieron con bolsas Ziploc para etiquetar cada punto de

muestreo.

En el laboratorio, dentro de las 6 horas después del muestreo, las muestras de agua
se filtraron a través de filtros de nitrocelulosa (0,45 pm del tamafio del poro y 47
mm de diametro). De las muestras de los rios se filtraron 800 ml de agua y de los
estanques y riachuelos se filtraron 500 ml de agua. Los filtros se dividieron por
igual en 4 tubos Eppendorf de 1,5 ml para el proceso de extraccion de ADN. A
continuacion, se siguio el protocolo de aislamiento de ADN descrito previamente

en el numeral 3.2.1.5.
3.2.2.2. Desarrollo de primer y PCR para muestras ambientales

Se utilizaron los mismos cebadores especificos y condiciones de PCR para Bd
descritos en la Tabla 3 antes citada. Se analizaron tres réplicas de PCR con el ADN
aislado de cada punto de muestreo. Durante la PCR se utiliz6 un control positivo y
un control negativo. El control positivo consistié en ADN extraido previamente y
probado de Bd. La PCR se realiz6 en un gradiente de nexo Mastercycler
(Eppendorf). ElI Tagman® Environmental Master Mix 2.0 se utilizé en todas las
reacciones. Para verificar los resultados de amplificacion se cargaron muestras
(producto de PCR de 10 uL y 2 pL ladder) en un gel de agarosa al 1.5% con una
escalera de 100 bp (Invitrogen). EI ADN se visualizé con un transiluminador de luz
azul (Thermo Fisher Scientific). Si las muestras indican una banda de 146 bp, la
amplificacion del ADN de Bd se considera exitosa. Los resultados s6lo se toman en

cuenta si el control positivo reacciona positivamente, y el control negativo
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reacciona negativamente. Finalmente, para secuenciar los productos PCR se realizd

el mismo procedimiento descrito en el numeral 3.2.1.7.

3.2.3. Disefiar lineamientos de manejo de Bd en anuros en la Reserva Siempre

Verde-Cotacachi.

El disefio de los lineamientos se enfoc en un marco de trabajo conceptual que
permite realizar acciones de manejo que se pueden implementar de inmediato en la
Reserva Siempre Verde-Cotacachi. Estas acciones permitiran mantener y conservar
las poblaciones de anuros que han experimentado afectaciones por Bd. Por lo tanto,
para el disefio de los lineamientos se consideraron dos enfoques ecolégicos, los
cuales fueron: i) Reducir las afectaciones por Bd, y ii) Aumentar la capacidad de
amortiguacion de las poblaciones de anuros (Figura 7). Estos dos enfoques son
considerados por varios autores como prioritarios para obtener resultados en el
corto plazo (McMahon et al., 2013; Rohr et al., 2013; Viéafara et al., 2020), porque
brindan una mayor claridad para establecer objetivos de conservacién y guian la
practica de manejo de especies amenazadas por quitridiomicosis (Heard et al., 2013;
Joseph et al., 2013; Phillott et al., 2013).

Por consiguiente, en este trabajo, y con base en cada enfoque, los tres tipos de
acciones clave en el manejo y conservacion de vida silvestre: manejo in situ,
introduccién de individuos y manejo ex situ (Briggs et al., 2010; Phillott et al.,
2013), y la necesidad actual en el area de estudio, se propusieron diferentes
estrategias de manejo (Figura 7). A partir de este marco de trabajo conceptual y
desde un sustento cientifico de manejo se proponen estrategias que se pueden
adaptar localmente, y que constituyen una solucion ampliamente aplicable para
mantener y recuperar poblaciones de anuros afectados por Bd. Ademas, los
lineamientos de manejo proporcionan un protocolo de bioseguridad para el

muestreo y curacién de anuros durante el desarrollo de enfermedad.
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Figura 7. Marco de trabajo conceptual para disefiar lineamientos de manejo de Bd
en anuros en la Reserva Siempre Verde-Cotacachi.
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CAPITULO IV.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Deteccion de Bd en especies de anuros de la Reserva Siempre Verde-

Cotacachi

4.1.1. Muestreo de anuros en la Reserva Siempre Verde-Cotacachi

Se capturaron 14 individuos de anuros mediante el método de busqueda directa y

red de mano. Estas capturas se distribuyeron a lo largo de la zona de estudio e

implicaron 144 horas de muestreo. Los anuros fueron encontrados a una altitud

entre 2 335y 2 493 m s.n.m (Anexo 1). De los 14 individuos, 12 pertenecen a la

familia Strabomantidae y dos a la familia Hylidae. La especie mas abundante fue

Pristimantis actites con diez individuos, seguida de Dendropsophus carnifex con

dos individuos, Pristimantis hectus y Pristimantis sp. con un individuo cada una

(Tabla 4).

Tabla 4. Identificacion taxondmica de los anuros muestreados en la Reserva

Siempre Verde-Cotacachi

Nume Familia Especie Estadode  Cadig
ro conservacion 0
UICN
1 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R1
2 Strabomantidae Pristimantis sp. N/A R2
3 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R3
4 Strabomantidae Pristimantis hectus En peligro R4
5 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R5
6 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R6
7 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R7
8 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R8
9 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R9
10 Hylidae Dendropsophus carnifex  Preocupacién ~ R10
menor
11 Hylidae Dendropsophus carnifex  Preocupacién  R11
menor
12 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R12
13 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R13
14 Strabomantidae Pristimantis actites Vulnerable R14
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Nota. anuros que se muestrearon in situ, siendo un total de 14 individuos pertenecientes a cuatro
especies.

Mediante el método de trampas de caida no se capturaron anuros. Esto ocurrié
posiblemente porque las trampas pitfall tienen sesgos por la preferencia y uso del
suelo por parte de las distintas especies anuras (Lopez y Kubisch, 2008). Uno de
los sesgos més estudiados de estas trampas es el tamafio de apertura de la trampa.
Como un estudio realizado por Jiménez (2020), sugiere que el aumentar el tamafio
de la boca de la trampa pitfall aumenta el numero de especies capturadas, otro factor
puede ser la profundidad de la trampa y el tiempo en que deben estar activas debe
ser de al menos 48 horas. Sin embargo, durante el presente estudio se efectuaron
tres muestreos de 96 horas cada uno, tiempo en el que estuvieron activas las trampas
pitfall. Ademas la boca de las trampas fue de 45 cm de didmetro y 60 cm de

profundidad.

En este sentido, Almora (2000), menciona que este tipo de metodologias pueden
emplearse para conocer la riqueza y abundancia de los anuros. Sin embargo, Troya
(2017), utilizé esta técnica en su trabajo realizado en la laguna de Cuicocha, después
de un periodo de muestreo de cuatro meses Unicamente capturd una rana. De manera
similar, en el presente estudio esta técnica no permitié realizar capturas. Por lo
tanto, las trampas de caida no son un método efectivo para realizar este tipo de
muestreos. En consecuencia, se deben implementar otros métodos de muestreo
como el de observacién directa y red de mano con los cuales se pueda aumentar la

posibilidad de captura.

En cuanto a los 14 individuos capturados mediante el método de observacién directa
y red de mano, de acuerdo con el uso de suelo y cobertura vegetal fueron hallados
en las zonas de vegetacion arbustiva y bosque nativo o tierra forestal. En vegetacion
arbustiva se encontraron ocho individuos pertenecientes a las especies: P. actites,
D. carnifex, P. hectus y Pristimantis sp., mientras que en bosgue nativo se hallaron

seis individuos pertenecientes a las especies P. actites, y P. hectus (Figura 8).
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Simbologia
A, Trampas pitfall
© Ranas muestreadas
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I Bosque nativo
I Vegetacion arbustiva
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Figura 8. Uso de suelo y Cobertura VVegetal de la Reserva Siempre Verde.
Ubicacion de los anuros muestreados en la Reserva Siempre Verde.

Nota. La figura detalla las 14 ranas que se muestrearon mediante observacion directa y captura
con red de mano y que fueron encontradas en cercanias con cuerpos de agua, también se detalla el
tipo de cobertura vegetal de la Reserva Siempre Verde.

Es importante destacar que P. actites y D. carnifex son especies endémicas de
Ecuador y se encuentran categorizadas como Vulnerable y Preocupacion Menor,
mientras que P. hectus se ubica en la categoria En Peligro (Yanez et al., 2018; Ron
y Read, 2019). Estas especies fueron localizadas en hébitats perturbados en el
bosque nublado y muy himedo, tales como: potreros pantanosos dentro del bosque,
charcos o aguajales, zanjas llenas agua y praderas himedas, lo que esta en directa
relacién con su estado de conservacion. Ademas, es sustancial considerar que estas
especies se encuentran en una zona con posible presencia de Bd, lo que puede

incrementar su riesgo de extincion.

El estudio realizado por Garcia et al. (2007), determiné la distribucion de especies
de anuros en areas de un Bosque muy hiumedo Montano Bajo con distintos grados
de perturbacion antropica. Obtuvieron que los anuros seleccionan remanentes de

bosque con una alta cobertura vegetal, amplia capa de hojarasca, alta humedad
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relativa y bajas temperaturas ambientales (aire y suelo). Esta informacién es
importante para disefiar estrategias o lineamientos de conservacion de anuros y en

los bosques donde habitan.

Gbmez y Méndez (2018), mencionan que la presencia y ausencia de anuros esta en
funcién de las caracteristicas ambientales como temperatura, precipitacion, altitud
y modificaciones de sus habitats. Esto se comprueba en el presente estudio, ya que
que se evidencié mayor presencia de anuros en areas de potrero pantanoso con agua
proveniente de una acequia donde se registra temperatura entre los 14 y 15°C y
precipitacion entre los 1219 y 1271 mm de la Reserva (Anexo 6). Por lo tanto, es
necesario que estos pardmetros ambientales sean tomados en cuenta en el disefio de
estrategias de conservacion para los anuros. Es decir, que estos parametros sean
elementos clave en la determinacion de las areas donde se deban llevar a cabo las

estrategias de conservacion.
4.1.2. Determinacion de la presencia de Bd mediante hisopados en anuros

4.1.2.1. PCR con TagMan Environmental Master Mix en muestras de

hisopos y voliumenes de 10 pL

Se determindé que un volumen final de 10ul es suficiente para obtener
amplificaciones en la PCR usando Tagman ® Environmental Master Mix en
muestras de frotis de tejido de anuros (Figura 9). Esto se respalda en la investigacion
de Riascos et al. (2018), quienes realizaron un monitoreo basado en ADN de
Procambarus clarkii y utilizaron 10 pl de volumen. La temperatura Optima de
alineamiento para los primers Bd_rv.2 y Bd_fw.2 utilizados en la investigacion fue
55°C. También Viafara et al. (2020), en su estudio utilizaron una temperatura
Optima de alineamiento de 55°C. El nimero de ciclos empleados en el presente
estudio fueron 35 ciclos, a diferencia de los ciclos utilizados por Annis et al. (2004)
donde usaron 30 ciclos. Lo anterior se debe probablemente a que la concentracion
de ADN fue baja y al aumentar el nimero de ciclos se logré una amplificacion de
ADN exitosa.
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Figura 9. Amplificaciones de la PCR con muestras de frotis de tejido de anuros
usando volimenes de 10 pl

Nota. La figura muestra la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Green
(InvitrogenTM, s. f.), donde se observan los resultados de la PCR con los cebadores Bd rv.2 y
Bd_fw.2 en muestras de hisopados en anuros (R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11, R12,
R13 y R14) y muestras ambientales de agua (a, b, ¢, d, e y f) utilizando TagMan Environmental
master mix en un volumen final de 10 pl.

4.1.3. Muestreo basado en ADN de Bd extraido de muestras de hisopos con 3

réplicas

De las 14 muestras de hisopos que se obtuvieron durante el frotis de los anuros
muestreados, 13 resultaron positivas para Bd, de éstas: 12 muestras tuvieron tres
réplicas positivas y una tuvo dos réplicas positivas. Por otro lado, una muestra

negativa, la cual obtuvo dos réplicas negativas.

De los 14 individuos a los que se les efectud el frotis, 13 resultaron positivos para
Bd (Figura 10). La Marca et al. (2005), realizaron un estudio del Bd en anuros donde
no lograron encontrar una sola poblacion sana de Atelopus, estableciendo que las
disminuciones y pérdidas de anuros son mas significativas en elevaciones por
encima de los 1000 m s.n.m. McCracken et al. (2009), detectaron la presencia de
este patdégeno en anuros de las selvas tropicales del Amazonas del oriente
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ecuatoriano en elevaciones inferiores a los 300 m s.n.m., por lo que el hongo podria
estar contribuyendo con la disminucion de anuros de zonas tropicales, y a su vez,
estaria infectando los anuros en sitios de mayor elevacion. McCracken et al. (2009),
también demostraron que Bd se desarrolla mejor a 22°C, destacando que las
poblaciones de especies montanas serian las mas vulnerables a la declinacion.
Hernandez et al. (2019), sugieren que la presencia de Bd en las zonas con mayor
altitud puede favorecer su dispersion de las zonas altas hacia las zonas bajas debido
a las conexiones hidrolégicas. Ron y Merino (2000) y Vizcaino et al. (2013),
destacan que la presencia de Bd no solo depende de la altitud, ésta también depende
de la vulnerabilidad de las diferentes especies al patdgeno, la cual puede estar

explicada por sus rasgos conductuales, genéticos, historias de vida, entre otros.

En tal sentido, las zonas con mayor altitud pueden estar propensas a una mayor
dispersion de Bd debido a que tiene un mejor desarrollo en habitats frios y humedos.
Mientras que en ecosistemas de menor altitud se le dificulta prevalecer porque no
tolera altas temperaturas. Es posible que este hongo se transporte mediante fuentes
hidricas y de esta manera llegue a establecerse en diferentes ecosistemas, y puede

ser que afecte a especies de anuros en riesgo de amenaza.

Simbologia
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Figura 10. Presencia/Ausencia de Bd en anuros de la Reserva Siempre Verde-
Cotacachi
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Nota. La figura muestra a los anuros positivos para Bd (R1, R2, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11,
R12, R13y R14), y el anuro negativo para Bd (R3).

4.2. Deteccion de Bd en muestras ambientales de cuerpos de agua en la Reserva

Siempre Verde-Cotacachi

Se colectaron muestras de agua en seis sitios ubicados en el rio Toabunche,
riachuelos y estanques de agua. La colecta se realiz6 siguiendo el criterio con

cercanias con los anuros muestreados previamente (Figura 11).

Simbologia
a (Riachuelo truchas 1)
b (Truchas)
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Figura 11. Sitios de colecta de muestras ambientales de agua en la Reserva
Siempre Verde-Cotacachi

4.2.1. Aislamiento de ADN ambiental de Bd en muestras de agua tomadas en la

Reserva Siempre Verde-Cotacachi

La electroforesis muestra la presencia de material genético de Bd en todas las
muestras de agua analizadas (Figura 12). Por lo tanto, los resultados obtenidos a

partir de las muestras ambientales tomadas in situ en la Reserva confirman la
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efectividad de la metodologia para el aislamiento de ADN y PCR. Ademas, se
obtuvo que un volumen final de 10ul es suficiente para obtener resultados en la
PCR usando Tagman® Environmental Master Mix. En concordancia con lo
reportado en este estudio, Encarnacion (2020) y Geerts et al. (2018) obtuvieron una
identificacion positiva de ADN puro a partir de muestras de agua. Por lo tanto,
también evidenciaron la efectividad del método de aislamiento de ADN ambiental.
En consecuencia, este método puede ser considerado efectivo para la obtencion de

ADN a partir de muestras de agua.

10pL 10pL 10pL 18pL 10pL 10pL 10pL 10pL
C-ab cd e f C+

Figura 12. Amplificaciones de la PCR con muestras ambientales de agua usando
volumenes de 10 pl.

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Green (InvitrogenTM, s. f.) donde
se observan los resultados de la PCR con los cebadores Bd_rv.2 y Bd_fw.2 en las muestras
ambientales (agua) utilizando TagMan Environmental master mix en un volumen final de 10 pl. Se
aprecian amplificaciones en todas las muestras analizadas (a, b, c, d, e, f).

4.2.2. Muestreo basado en ADN ambiental de Bd extraido en muestras de agua

con 3 réplicas

En los sitios donde se colectaron las muestras de agua se realizaron tres réplicas de
filtracion de agua como de PCR. Los resultados fueron todos positivos para Bd
(Anexo 2). Estudios que también emplearon tres réplicas por sitio (Ficetola et al.,
2008; Allard, 2018) y 12 réplicas por punto (Biggs et al., 2015; Herder et al., 2014;
Martinelli, 2021) encontraron resultados positivos para la amplificacion de al
menos una de estas. En el estudio de Kamoroff y Goldberg (2017), donde se realizd
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la deteccidn de Bd a través de eDNA en muestras de agua, obtuvieron que todas las
réplicas técnicas detectaron ADN de Bd con precision. Por consiguiente, utilizar al
menos tres réplicas quizads sea necesario para tener confiabilidad de las

amplificaciones, y tal vez sea Util para lograr detectar a Bd en muestras de agua.

Dentro del presente estudio se incluyd en el muestreo de agua a un estanque con
truchas (punto b). Luego de los previos analisis moleculares realizados se obtuvo
que este sitio también posee ADN de Bd, pese a que no se visualizé ningln anuro.
Lo anterior podria sugerir que el quitrido es transportado por el agua que fluye, ya
que tal como menciona Piotrowski et al. (2004), Bd puede sobrevivir en el medio
ambiente sin un huésped siempre que las condiciones sean favorables. Por otro lado,
podria significar que el quitrido habita en hospedadores distintos a los anuros como

las truchas.

En el trabajo realizado por Prada et al. (2011), encontraron ranas infectadas en un
arroyo de aguas claras coexistiendo con la trucha arco iris (Oncorhynchus mykis),
cuyo hallazgo sugiere una posible transmision de este patdgeno entre especies. Por
su parte, Chestnut et al. (2014), establece que es necesario determinar los
hospedantes y reservorios alternativos de Bd. Varios hospedadores y reservorios
alternativos de Bd documentados y sugeridos como son: Cangrejo de rio
(Oficialdegui et al., 2019) nematodos (Shapard et al., 2012), aves (Garmyn et al.,
2012), y salamandras (Robinson et al., 2018) se encuentran dentro de los mismos
cuerpos de agua que los anuros, y algunas especies de hospedadores/reservorios
potenciales como el zooplancton consumen esporas de Bd (Buck, Truong y
Blaustein, 2011). Es evidente que se han producido cambios en el balance entre
hospedador y patdgeno y que los declives se suelen producir también en zonas bien
conservadas (Bosch, 2003), como es el caso de la Reserva Siempre Verde, un area
natural de bosque nativo primario. Es posible que el hongo quitrido no solo esté
presente en los anuros, sino en otros hospedadores como la trucha arcoiris y en el

mismo ambiente (Scheele et al., 2019).

Por otro lado, la efectividad de los resultados que se obtuvieron durante la deteccion

de Bd de este estudio, puede estar relacionada con el tiempo de muestreo y filtracion
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de agua. Durante la presente investigacion se realizd la extraccién de ADN en el
mismo mes en el que se colectaron las muestras y se pudieron realizar los analisis
satisfactoriamente. En el estudio de Hall et al. (2016), se colectaron muestras de
agua y se realizo la extraccion de ADN después de tres meses, posteriormente se
obtuvieron resultados positivos para Bd, donde se explica que mediante el método
de ADN ambiental no solo se puede detectar la presencia de patdgenos en el habitat
de una poblacion, sino también se puede detectar algunos patdégenos hasta un mes
después de los eventos de mortalidad. En consecuencia, la técnica de ADN
ambiental deberia ser implementada cuando se realicen muestreos del hongo

quitrido.
4.2.3. Secuenciacion de productos PCR amplificados con hisopos y eDNA

Se secuencio un total de 14 muestras de hisopos y 6 muestras ambientales de agua
amplificadas en la PCR. Los resultados de identidad indican un porcentaje mayor
al 97.50% en 17 de 20 muestras. La Unica muestra que no se secuencié debido a
gue no se tuvo suficiente ADN fue la que correspondi6 a R3 o rana 3 de la especie

Pristimantis actites (Tabla 5).

Tabla 5. Secuenciacion por identidad en la base de datos de GenBank-Blast

Cddigo de Género Especie Identidad
muestras (GenBank-
Blast)

R1 Batrachochytrium dendrobatidis 100.00%
R2 Batrachochytrium dendrobatidis 97.50%
R3 Batrachochytrium dendrobatidis
R4 Batrachochytrium dendrobatidis 97.67%
R5 Batrachochytrium dendrobatidis 97.67%
R6 Batrachochytrium dendrobatidis 97.67%
R7 Batrachochytrium dendrobatidis 97.67%
R8 Batrachochytrium dendrobatidis 97.78%
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R9 Batrachochytrium dendrobatidis 98.21%
R10 Batrachochytrium dendrobatidis 94.44%
R11 Batrachochytrium dendrobatidis 98.21%
R12 Batrachochytrium dendrobatidis 96.43%
R13 Batrachochytrium dendrobatidis 94.64%
R14 Batrachochytrium dendrobatidis 100.00%

a Batrachochytrium dendrobatidis 97.67%
b Batrachochytrium dendrobatidis 98.21%
c Batrachochytrium dendrobatidis 97.67%
d Batrachochytrium dendrobatidis 97.67%
e Batrachochytrium dendrobatidis 97.44%
f Batrachochytrium dendrobatidis 97.67%
Total promedio 97.59%

En el estudio realizado por Chestnut et al. (2014), se muestreé con exito a Bd
mediante la técnica de ADN ambiental. En ese estudio tomaron muestras de agua
de estanques, arroyos e incluso agua dentro de bromelias, registraron un 95% de
probabilidad de detectar a Bd con cuatro muestras de 600 ml de agua o cinco
muestras de 60 ml. En el presente estudio se filtraron 800 ml de agua en el rio y 500
ml en los estanques y riachuelos con un 97.59% de probabilidad de detectarlo, por
lo que la cantidad de agua filtrada pudo haber influido en la efectividad del método

de ADN ambiental para la deteccion del hongo quitrido.

Segun Brannelly et al. (2020), el estudio comparativo de eDNA en Bd indica que el
volumen de agua que pasa a través del filtro tiene un impacto en la deteccion de
patogenos, en donde mayor es el volumen de agua, mas probabilidades hay de
detectar el patdgeno. En consecuencia, hay bajas probabilidades de deteccion por
debajo de los 500 ml por filtro. Ademaés, dichos autores después de haber detectado
a Bd solo en uno de los dos sitios muestreados en los que el patégeno estaba presente
en anuros, indicaron que la deteccidn por medio de la técnica de eDNA es menos

sensible que los hisopados en habitats de anuros escasamente poblados.
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Por lo tanto, se puede sugerir que la utilidad del eDNA depende de la técnica y el
sitio donde se muestree (Julian et al., 2019). Ademas, al no ser esta técnica tan
sensible como los hisopados de piel en anuros para determinar al Bd, se deberia
considerar los dos métodos para determinar la presencia 0 ausencia de este
patdgeno. Cadiz et al. (2019), indican que tanto el método de hisopado como el de
ADN ambiental, aunque sean eficaces de forma independiente, deberian ser
complementarios para detectar y controlar la presencia de Bd con éxito. No
obstante, no se puede hacer una inferencia sobre el estado de la enfermedad en las
poblaciones de anuros sin analizar directamente en campo, por ello es importante
que se consideren los dos métodos, ADN ambiental y frotis en piel de anuros con
hisopos para llevar a cabo estudios de deteccion de Bd, como se realizd en este

estudio.

4.3. Lineamientos de manejo de Bd en anuros en la Reserva Siempre Verde-

Cotacachi

Un desafio clave para el manejo de los anuros afectados por Bd es la dificultad de
desarrollar soluciones a largo plazo. Sin embargo, el logro de objetivos a corto plazo
proporcionard una plataforma para la investigacion a futuro. Por lo tanto, los
lineamientos de manejo que propone el presente trabajo tienen como objetivo a

corto plazo:

e Establecer poblaciones silvestres autosuficientes de especies de anuros

amenazados por Bd en respuesta a las amenazas inmediatas en la naturaleza.

En ese marco, este trabajo se enfocO en desarrollar acciones que puedan
implementarse de inmediato para poder proteger a las poblaciones que han
experimentado afectaciones por Bd. Por consiguiente, los lineamientos comprenden
estrategias de manejo que se agrupan en dos enfoques (Tabla 6). Dentro de cada
enfoque se clasificaron las estrategias de manejo en tres tipos de accion en funcion
de si las estrategias se implementan in situ, involucran introduccion de anuros o son
estrategias para implementar ex situ. Ademas, se presentan los protocolos de

bioseguridad para el muestreo y curacion de anuros que se deben implementar en
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los respectivos tipos de manejo. Estos lineamientos se sustentan en una base

cientifica de manejo que incluye la manipulacién del habitat, el tratamiento anti-

fangico in situ, la translocacion de animales, la bioaumentacion, seleccion inicial y

ex situ para la resistencia de los anuros al Bd.

Tabla 6. Lineamientos de manejo de Bd en anuros de la Reserva Siempre Verde-

Cotacachi
Enfoque
Tipo de Reducir Bd en el ambiente Aumentar la  capacidad de
accion amortiguacion de la poblacion.
Manipulacién 1) Manipulacion del habitat: 1) 1) Minimizar los impactos
ambiental Agua tibia poco profunda para humanos (por ejemplo, la caza, la

los renacuajos. 2) Disminuir el
sombreado para crear sitios
abiertos para adultos.

3) Fuentes de calor artificial en
todas las etapas de vida eliminan
las especies hospedantes del
reservorio de Bd.

4) Introducir inhibidores de Bd
tales como sales y fungicidas.

5) Bioumento con bacterias.

6) Programa de vigilancia de
enfermedades, enfatizando en
quitridiomicosis, que permita
tomar acciones preventivas.

coleccion, la degradacion del
hébitat).

2) Manejar otros  procesos
amenazadores  (e.g.  especies

invasoras, competencia simpatrica,
depredacion).
3) Evitar las introducciones y

reducir los impactos de otras
enfermedades.
4) Modificar el habitat para

minimizar la mortalidad debido a
extremos climaticos.

Introduccién
de anuros

1) Identificar refugios
ambientales donde Bd esta
ausente (e.g. partes altas de
montafia, fuentes de agua, otros)
o refugios donde la idoneidad
ambiental para Bd es baja (e.g.
elevacion méas baja, habitat mas
seco) y translocada.

2) Evitar los sitios de reservorio
Bd.

3) ldentificar las etapas de vida
donde la Bd estd amenazando la
viabilidad de la poblacion, lo que
aportara informacion clave para
la eliminacién de la infeccion en
cautiverio y en consecuencia

1) Preparacion de progenie
silvestre criada en cautividad para
minimizar la mortalidad natural de
los depredadores, la competencia y
la longitud insuficiente  del
hidroperiodo.

Aumento de la poblacion de la
progenie criada cautiva.

2) Creacion de nuevos habitats con
una alta capacidad de
amortiguacion contra la
variabilidad del clima y otras
amenazas especificas de especies y
translocacion.
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regresar a la vida silvestre
individuos tratados.

Conservacioén
ex situ

1) Tratamientos para eliminar la
infeccién por Bd (e.g.
tratamientos quimicos y fisicos).
2) Identificacion de resistencia de

1) Establecer poblaciones ex situ
en instalaciones de bioseguridad.
2) Establecer un banco de recursos
genéticos.

anuros ante Bd u otros rasgos en
colonias cautivas.

4.3.1. Manipulacion ambiental para reducir Bd

En las poblaciones de anuros remanentes amenazadas por Bd se puede implementar
la manipulacién ambiental para disminuir las tasas y cargas de infeccion y, por lo
tanto, mejorar la supervivencia del huésped. La manipulacién ambiental es un
método in situ que se ha utilizado con éxito para combatir las enfermedades de la
vida silvestre y se puede implementar en una amplia gama de escalas (Wobeser,
2007).

Manipular las condiciones ambientales puede influir en el desarrollo de
enfermedades (Wobeser, 2007). La preferencia térmica de Bd se entiende
relativamente bien: el crecimiento 6ptimo es de 17 a 25 °C (Stevenson et al., 2013).
En cualquier lado de este rango (5-17 °C y 25-28 °C) el crecimiento es lento. Por
encima de 30 °C, Bd muere (Piotrowski et al., 2004) y la mortalidad es rapida a
temperaturas mas altas (4 h a 37 °C) (Johnson et al., 2003). El hongo no tolera la
desecacion y muere dentro de 1 h después del secado (Stevenson et al., 2013). Los
estudios de campo y los modelos son consistentes con estos resultados y sugieren
que los factores que afectan el crecimiento de Bd (particularmente las temperaturas
superiores a 25 °C) son factores limitantes clave para la dinamica de la
quitridiomicosis (Rowley y Alford, 2013). Ademas, la alta variabilidad climatica,
especialmente las temperaturas inusualmente bajas, aumenta el impacto de la

quitridiomicosis (Rohr et al., 2013).

El agua calida (>30 °C) proporciona un refugio importante de Bd para los anuros
acuaticos (Savage et al., 2011). Debido a que la vegetacion colgante reduce la

temperatura del agua de los estanques de reproduccién de anuros (Freidenburg y
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Skelly, 2004), es probable que la eliminacidn estratégica de parches de vegetacion,
particularmente en lugares poco profundos cerca de las fuentes hidricas cree
refugios de agua tibia para los individuos infectados (Geiger et al., 2011). La
evidencia de campo sugiere que la disminucion de la sombra en fuentes hidricas
esta relacionada con una menor intensidad de infeccion por Bd (Heard et al., 2013).
La temperatura del agua también se puede aumentar mediante la creacién de areas

de aguas poco profundas que se calientan rapidamente.

La manipulacion ambiental también se puede utilizar para aumentar la temperatura
en los habitats terrestres. Muchas especies riberefias toman el sol para elevar la
temperatura corporal. Por lo tanto, aumentar la cantidad de radiacion solar mediante
la eliminacién de cierta parte de vegetacion podria eliminar o reducir la infeccion.
Puschendorf et al. (2011) plantearon la hipdtesis de que, para la especie altamente
susceptible Litoria lorica, la exposicidn a corto plazo a las temperaturas calidas de
las rocas podria facilitar la persistencia de la poblacion con Bd endémico. Esto esta
respaldado por un estudio de seguimiento que muestra que exponer cultivos de Bd
a 33 °C durante solo 1 h redujo significativamente el crecimiento de hongos (Daskin
etal., 2011).

En situaciones donde la modificacion del habitat no es posible, las fuentes de calor
artificiales en la tierra o en el agua podrian brindar refugio a los individuos
infectados para reducir o eliminar la infeccion. Esta estrategia ha sido sugerida para
proteger a las poblaciones de murciélagos en América del Norte amenazadas por el
sindrome de la nariz blanca (Boyles y Willis, 2010). Las fuentes de calor artificial
brindan oportunidades para que los individuos mantengan las temperaturas
corporales preferidas, que a menudo son mas altas que las temperaturas del aire
ambiente y es probable que sean particularmente efectivas para las especies que

muestran fiebre conductual (Murphy et al., 2011).

El desarrollo de tratamientos quimicos para aplicacion ambiental es un area de
investigacién importante actualmente. La sal y varios productos agricolas eliminan
o reducen las infecciones por Bd en condiciones de laboratorio (McMahon et al.,

2013). Por ejemplo, el tiofanato-metilo, un fungicida de amplio espectro
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ampliamente utilizado, elimind la infeccion en los renacuajos cuando se aplico seis
dias después de la inoculacion experimental, pero los renacuajos crecieron mas que
los controles, lo que sugiere que pueden ocurrir efectos secundarios (Hanlon et al.,
2012). De manera similar, la adicion de sal a los ambientes de los estanques es una
estrategia prometedora para inhibir el crecimiento de Bd. Sin embargo, también
puede tener efectos negativos (Stockwell et al., 2012). Recientemente, Geiger y
Schmidt (2013), utilizaron General Tonic (acriflavina/azul de metileno) para
reducir el Bd en cautiverio, y se estan realizando méas investigaciones para evaluar
la eficacia de las aplicaciones en estanques. Por lo tanto, aunque el uso de productos
quimicos en habitats naturales es prometedor, es importante determinar las
concentraciones y las tasas de aplicacion y evaluar los posibles efectos secundarios

negativos.

El bioaumento podria ayudar a mantener las poblaciones amenazadas y facilitar las
reintroducciones exitosas (Joseph et al., 2013). La bioaumentacién implica la
inoculacion de anuros anfitriones o habitats con microbios que producen
metabolitos que inhiben el crecimiento y la supervivencia de Bd (Bletz et al., 2013).
Los microbios que ocurren localmente son los méas apropiados. Muletz et al. (2012),
proporcionan metodos para identificar microbios que inhiben Bd y persisten en los
huéspedes objetivo, porque el suelo proporciona un importante reservorio de
microbios beneficiosos (Loudon et al., 2013) que pueden transmitirse a los anuros
(Muletz et al., 2012). En este sentido la aplicacion ambiental parece factible. Al
igual que con otras intervenciones, se necesita investigacién para mejorar la

comprension mientras se evallian simultdneamente las aplicaciones de campo.

Realizar programas de vigilancia de enfermedades de anuros, enfatizando en
quitridiomicosis, que permitan tomar acciones preventivas, disefiadas para reducir
el riesgo de transmision de patogenos. Este tipo de programas tendria como
propdsito obtener informacién actualizada de la problematica referida a la
incidencia, localizacion, repercusion y la cuantificacion de la quitridiomicosis, para
implementar acciones de control y prevencién oportuna (Fernandez, 2021). Estos
programas estarian compuestos de dos componentes primordiales: 1) Vigilancia

pasiva vinculada con la recopilacion permanente de informacion epidemioldgica
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por actores secundarios como laboratorios, universidades, Ministerio de Ambiente,
Agua y Transicion Ecoldgica (MAATE), entre otros. 2) Vigilancia activa,
relacionada con la generacion de informacién por medio de toma de muestras y
registro de informacion epidemioldgica para obtener un panorama real del estatus
zoosanitario. Estos esfuerzos se enfocarian primordialmente en la quitridiomicosis
he incluirian la evaluacién de eventos como las mortalidades registradas en
poblaciones silvestres sefialadas con antecedentes y las implicancias sanitarias en

el manejo en dichas poblaciones (Anexo 7.1).

4.3.2. Manipulacion ambiental para aumentar la capacidad de amortiguamiento

de las poblaciones

Un enfoque alternativo para reducir directamente la presion de Bd en poblaciones
de anuros amenazadas por enfermedades es minimizar otras fuentes de mortalidad.
Las poblaciones de anuros pueden tolerar la mortalidad de adultos por Bd cuando
el reclutamiento es suficientemente alto (Phillott et al., 2013). La pérdida y
degradacion del habitat son procesos amenazantes clave para muchas especies de
anuros (Stuart et al., 2004), y es crucial proteger el habitat de las especies

amenazadas por la quitridiomicosis.

Las especies introducidas también pueden influir en el incremento de la mortalidad
de anuros, lo que disminuiria el tamafio de las poblaciones (Vredenburg, 2010). Sin
embargo, después de la erradicacion de especies introducidas, es posible que
incremente el tamafio de la poblacion de anuros, y por ende, teGricamente, puede
aumentar la transmisién de Bd. Por lo tanto, este es un aspecto que debe evaluarse

detenidamente en cada area de estudio (Briggs et al., 2010).

Finalmente, en muchas poblaciones de anuros, los extremos climéaticos son una
fuente importante de mortalidad (Shoo et al., 2011). Para minimizar el fracaso del
reclutamiento inducido por la sequia, los habitats de reproduccién de los anuros
pueden manipularse para aumentar el hidroperiodo, y la mortalidad de adultos
puede reducirse mediante la creacion de refugios himedos (Shoo et al., 2011). Al

manipular el habitat, es importante tener en cuenta los efectos relativos de las
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diferentes fuentes de mortalidad porque puede haber compensaciones entre la

supervivencia y el habitat mejorados para Bd (Murray et al., 2011) (Anexo 7.1).
4.3.3. Introduccion de anuros en entornos desfavorables para Bd

Cuando el Bd no se puede controlar in situ, las translocaciones de especies se
pueden usar para mover animales a ambientes desfavorables para el crecimiento del
Bd o a lugares libres de Bd. La translocacion animal puede mitigar las enfermedades
infecciosas en los mamiferos (Wobeser, 2007), pero aun no se ha probado para

combatir la quitridiomicosis.

Se propone la translocacion de individuos de anuros a refugios ambientales dentro
0 cerca de su area de distribucion. Los refugios deben tener caracteristicas
ambientales dptimas de acuerdo con el habitat natural de las especies (Hoegh-
Guldberg et al., 2008) y deben estar dentro de los limites de estrés fisioldgico de la
especie objetivo o ser manipulados para permanecer dentro de esos limites. Los
refugios se pueden identificar a través de una combinacion de muestreo de campo
de Bd y modelado de distribucion (Puschendorf et al., 2013).

En general, es méas probable que los refugios ocurran en elevaciones mas bajas
donde las temperaturas ambientales excedan el 6ptimo para el crecimiento de Bd, o
en areas mas secas. Sin embargo, otros factores, como la ausencia de especies
reservorio de enfermedades pueden ser igualmente importantes en algunas
circunstancias (Joseph et al., 2013). La efectividad de las introducciones de anuros
a nuevas areas se estd evaluando en el Parque Nacional Kosciuszko, Australia,
donde Litoria spenceri, en Peligro Critico de extincidn, esta restringida a un solo
arroyo y estd amenazada por la quitridiomicosis endémica. Se ha establecido una
colonia de reproduccidn de esta especie en cautiverio y proporcionara descendencia
para la reintroduccion en el sitio de origen luego de la reduccidon del dosel, asi como
una introduccion experimental a una segunda corriente que tiene una cubierta de
dosel naturalmente baja, un microclima calido y ningin huésped reservorio o peces

depredadores introducidos.
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Aunque las translocaciones son bastante prometedoras, pueden tener consecuencias
no deseadas, y los beneficios y riesgos potenciales requieren una evaluacion
cuidadosa (Hoegh-Guldberg et al., 2008). Es importante destacar que es crucial
seguir los protocolos de bioseguridad para mitigar el riesgo de propagacion de
enfermedades y brotes posteriores (Anexo 7.2).

4.3.4. Introduccién de anuros para aumentar la capacidad de amortiguamiento

de las poblaciones

Puede ser posible contrarrestar los impactos de la mortalidad causado por Bd
incorporando individuos criados en cautiverio a las poblaciones silvestres. Dos
estrategias que se basan en los enfoques tradicionales de reintroduccion son: i) la
ventaja inicial, y ii) el aumento de la poblacién. Ventaja implica criar individuos
recolectados en la naturaleza, generalmente huevos o renacuajos, hasta una edad
oOptima para la liberacion y, por lo tanto, permitir la supervivencia durante periodos
de mortalidad naturalmente alta (por ejemplo, debido a la depredacion) o alta

mortalidad inducida por Bd o exposicion a Bd.

Para disefiar estrategias efectivas de inicio para cada especie, es crucial saber qué
etapa de la historia de vida tiene la mayor exposicién a Bd o sufre mortalidad por
quitridiomicosis. Por ejemplo, en los arroyos de las tierras altas de la selva tropical
de América Central, esta enfermedad causa una mortalidad mucho mayor en los
individuos metamorfoseados que en los adultos (Kolby et al., 2010). El Centro de
Rescate y Conservacion de Anfibios de Honduras (HARCC) esté trabajando para
abordar esta preocupacion y reponer la poblacion de ranas adultas reproductivas.
Para mejorar la supervivencia, los renacuajos en etapa tardia de desarrollo se
Ilevaran a cautiverio, se trataran y eliminaran la infeccion, y se mantendran en las
instalaciones bioseguras de HARCC a través de la metamorfosis. Estas ranas se
criaran en cautiverio mas alla de su fase de vida mas vulnerable al Bd y luego se

liberaran como adultos jovenes en su sitio de captura.

La ventaja inicial tiene un beneficio importante sobre los programas de cria ex situ:

los individuos para la reintroduccion se pueden producir rapidamente, lo que
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elimina los desafios y fallas asociados con la cria en cautiverio en especies con
diversos requisitos reproductivos y de manejo. Por lo tanto, en sistemas donde Bd
es endémico pero los adultos contindan produciendo descendencia, los huevos
iniciales o los renacuajos podrian contribuir a la supervivencia de la poblacion

dentro de su habitat natural.

Cuando los sitios receptores no estan disponibles y la manipulacion del habitat no
es posible, es probable que sea Util crear un nuevo héabitat para los animales
trasladados. Los estanques creados por humanos ya brindan refugios importantes
para los anuros amenazados por quitridiomicosis (Heard et al.,, 2013). Los
beneficios de la creacion de habitat incluyen un alto nivel de control de las
condiciones ambientales y prevencion de impactos en el habitat natural para
especies no objetivo. Se debe crear una variedad de habitats que incluyan ambientes
calidos donde los individuos puedan reducir o eliminar la infeccién por Bd. El
habitat creado debe disefiarse para minimizar los impactos de otras amenazas como
la depredacion de peces o la falta de reclutamiento inducida por la sequia porque
un mayor reclutamiento puede compensar la mortalidad inducida por
quitridiomicosis (Muths et al., 2011) (Anexo 7.2).

4.3.5. Conservacion ex situ para reducir Bd y aumentar la capacidad de

amortiguamiento de las poblaciones

Para las especies que dependen de colonias cautivas para sobrevivir es importante
mantener la diversidad genética de los individuos durante generaciones en
cautiverio porque esta diversidad no se puede recuperar. Sin embargo, la seleccion
para una mayor resistencia a las enfermedades podria facilitar la persistencia de la
poblacién con infeccion por Bd y, por lo tanto, dar lugar a poblaciones sostenibles
(Venesky et al., 2013). Una poblacion de Mixophyes fleayi se recuperd
naturalmente debido al aumento de la longevidad de los adultos, lo que sugiere que
en esta especie estaba evolucionando la resistencia a enfermedades (Newell et al.,
2013).
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La seleccion directa para la resistencia a enfermedades en cautiverio implica la
exposicion de anuros a Bd y la reproduccion de sobrevivientes o de aquellos que
sobreviven por mas tiempo; estos pueden tratarse con antifingicos para evitar la
mortalidad (Venesky et al., 2012). Alternativamente, los marcadores genéticos para
la resistencia a enfermedades (Newell et al., 2013) podrian usarse para identificar
individuos resistentes para la reproduccion. Ademas, el stock reproductor debe
actualizarse con individuos potencialmente resistentes que actualmente sobreviven

en la naturaleza bajo la seleccion natural.

De manera similar, la seleccién para una mayor capacidad reproductiva puede
permitir que algunas poblaciones persistan al compensar la mortalidad adulta
inducida por quitridiomicosis (Phillott et al., 2013). La presion de seleccion debe
ser moderada para evitar la depresién endogamica de otros rasgos mediante el
cruzamiento ocasional con individuos menos resistentes o reproductivos (Frankham
etal., 2011). Finalmente, en todas las operaciones ex situ es importante desarrollar
tratamientos para eliminar la infeccion por Bd para su uso en situaciones de
emergencia en el caso de una brecha en bioseguridad y un brote de esta enfermedad

en la colonia cautiva.

También el uso de tratamiento quimico y térmico puede ser implementado. Se
pueden usar compuestos antimicéticos y tratamientos térmicos para reducir o
eliminar la infeccién por Bd (Woodhams et al., 2011). El itraconazol es el
tratamiento quimico mas utilizado y puede eliminar la infeccion en una variedad de
especies (Baitchman y Pessier, 2013). El voriconazol (Martel et al., 2011), el
cloranfenicol (Young et al., 2012) y el clorhidrato de terbinafina (Bowerman et al.,
2010), también pueden eliminar la infeccién en varias especies, proporcionando

alternativas al itraconazol.

Se necesita una optimizacién especifica de especie para los tratamientos quimicos
porque el uso de itraconazol se ha asociado con toxicidad en renacuajos y adultos
(Baitchman y Pessier, 2013) y puede provocar un aumento de las tasas de infeccion
después de la exposicion posterior a Bd (Cashins et al., 2013). El tratamiento

térmico ofrece una alternativa econdmica a los tratamientos quimicos (Chatfield y
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Richards-Zawacki, 2011). La exposicion a temperaturas de 27 a 37 °C ha eliminado
la infeccion en una variedad de especies (Baitchman y Pessier, 2013), aunque fue
ineficaz en otras especies (Woodhams et al., 2012). Los tratamientos quimicos y
térmicos deben probarse en un pequefio nimero de individuos para confirmar la
eficacia y la seguridad para cada especie. Baitchman y Pessier (2013), brindan una
revision detallada, que incluye tasas de dosificacion y tiempos de exposicion, para

tratamientos quimicos y térmicos.

En poblaciones con muertes estacionales predecibles, se sugiere recolectar y
mantener anuros para un tratamiento de corta duracion durante los momentos de
carga maxima para mejorar la supervivencia. Si bien, la reduccion de las cargas
puede aumentar la supervivencia durante las mortandades, el hecho de no eliminar
la infeccion permite el desarrollo de resistencia a los medicamentos por parte de los

patdgenos (Anexo 7.3).
4.3.6. Eleccion de estrategia

Evaluar qué estrategias de manejo son las mas adecuadas para una especie en
particular depende de una comprension detallada de la dindmica de Bd y la ecologia
de las especies. Las intervenciones contra el Bd deben enfocarse en las etapas de la
historia de vida de los anuros mas afectados por la enfermedad o en alto riesgo de
exposicion al Bd. Se necesitan estudios ecoldgicos para identificar brotes,
disminuciones en curso y priorizar poblaciones de alto riesgo (Murray et al., 2011).
Para la mayoria de las especies, sera necesaria una variedad de enfoques
implementados a diferentes escalas espaciales, como comenzar en sitios donde el
entorno ha sido manipulado para disminuir la idoneidad de Bd. Dada la falta de
estrategias efectivas comprobadas, todas las intervenciones deben implementarse

dentro de un marco experimental (Anexo 7.4).
4.3.7. Protocolo de Bioseguridad para el muestreo de anuros

También es plausible que el proceso de recoleccidn de anuros para la deteccion de
patogenos pueda conllevar mayores riesgos de bioseguridad que el muestreo con

eDNA, especialmente si no se siguen protocolos estrictos de descontaminacion. Sin
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duda la quitridiomicosis es una enfermedad infecciosa y alarmante de gran

importancia a nivel global (Yanez y Estupifian, 2016). Posiblemente una causa de

su introduccion en los ecosistemas sea debido a una manipulacién inadecuada de

anuros por parte de los mismos investigadores, naturistas o aficionados, ya que el

hongo quitrido puede dispersar sus esporas en el material de trabajo de dichos

investigadores. Para evitar la propagacion de Bd es necesario tomar medidas

preventivas para minimizar la posibilidad de introducir o diseminar este u otros

patégenos de la naturaleza (Angulo et al., 2006). Por lo tanto, se recomienda

implementar el siguiente protocolo para el muestreo de anuros:

Planificar visitas, tomando en cuenta empezar con localidades que todavia
no han sido infectadas. Pessier y Mendelson (2017), establecen que la
prevencion para la transmision de enfermedades entre poblaciones anfibias
es delimitar con cautela el o los sitios de campo.

Desinfectar el equipo de campo: redes, mangas, trampas, botas, ruedas de
vehiculos y cualquier material que hayan estado en contacto con el agua en
zonas de infeccion, se debera desinfectar con lejia al 4%, formol al 40%,
etanol al 70%. La desinfeccion debe hacerse en el campo. Asimismo,
Johnson y Speare (2003), mencionan que los compuestos de amonio
cuaternario y etanol al 70% son eficientes para la desinfeccidn de equipo e
instrumentos usados en la gestion de anuros, y es efectivo contra el hongo
Bd.

Transporte de animales vivos: No se recomienda, pero si fuera el caso
deberia realizarse con los individuos dentro de bolsas individuales con aire
y sustrato himedo.

Manipulacion de cadaveres: utilizar guantes tanto para animales
moribundos como para muertos que pudieran estar infectados, los guantes
deberan ser desechados y destruidos como ‘“desechos contaminados”.
También Mendez et al., (2008) sugieren utilizar guantes desechables sin
talco para manipular anuros. Por su parte, Aguirre y Lampo (2006), indican

que nunca se debe manipular anuros muertos o moribundos sin guantes.
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e Desinfeccion de instrumental: cualquier instrumento utilizado en campo o
laboratorio para manipulacion e identificacion (pinzas, tijeras, etc.) debe
desinfectarse sumergiéndolos en etanos al 70% durante al menos 30
minutos, de ser posible pasar por el autoclave (método de desinfeccion no
quimico) (Anexo 7.4).

4.3.8. Protocolo de curaciéon de Bd en anuros

El objetivo principal de este protocolo es el de prevenir y minimizar los efectos de
la enfermedad de quitridiomicosis producida por el hongo Bd cuando se esté
trabajando con anuros en vida libre en la Reserva Siempre Verde-Cotacachi, como
puede ser replicado en cualquier otro sitio. Esta dirigido a herpet6logos,
veterinarios, conservacionistas, biélogos, investigadores, ambientalistas y

aficionados a la herpetologia (Angulo et al., 2006).

El diagndstico de la enfermedad normalmente se hace por histopatologia de los
tejidos afectados. En anuros vivos se han usado dedos cortados y raspados de piel,
también se ha descrito que el hongo puede ser detectado utilizando técnicas de
amplificacion de fragmentos de ADN (reaccion en cadena de la polimerasa, o0 PCR,
por sus siglas en inglés) de exudados de piel tomados con hisopos estériles (Boyle
et al., 2004; Annis et al., 2004). Pessier y Mendelson (2017), insindan que la PCR
es la prueba por eleccién en la revision de poblaciones silvestres para detectar la

presencia de Bd.

La enfermedad ha sido tratada con éxito en dendrobatidos, bafiando a las ranas
moribundas por cinco minutos cada dia, durante 11 dias, con una suspension de
itraconazol (antimic6tico) al 0.01% en solucion salina al 0.6%. Como la infeccion
es superficial también se ha recomendado aplicar una pomada cutanea de
itraconazol (Wright y Whitaker, 2001). Segun Gagliardo et al. (2008), el uso de
itraconazol ha tenido éxito en varios programas de conservacion de anuros y el
tratamiento de aplicacion diaria es de corto tiempo (5 minutos). Sin embargo,
Garner et al. (2009) manifiestan que este tratamiento es toxico para los renacuajos

y algunas ranas recién metamorfoseadas, por lo que sugiere que no se deberia
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aplicar en estas etapas de vida, pero si se pudiera usar una concentracién mas baja
de itraconazol. Por otro lado, Pessier y Mendelson (2017), mencionan que el éxito
del tratamiento puede ser verificado mediante pruebas PCR de hisopos después de
dos semanas de haber finalizado el tratamiento, ya que en este tiempo los anuros
terminan de descamar piel que pueda contener restos del hongo quitrido (Anexo
7.5).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Se determinoé la presencia de Bd en 13 de 14 anuros muestreados en la Reserva
Siempre Verde mediante hisopados, aislamiento de ADN, PCR y
secuenciacion.

Se detectd la existencia de Bd en los seis puntos de muestreo correspondientes
a cuerpos de agua de la Reserva mediante la técnica de ADN ambiental,
validando los datos a través de secuenciacion.

Los lineamientos de manejo comprenden estrategias que estan en funcion de si
se implementan in situ, involucran introduccion de anuros o son estrategias para
implementar ex situ. Las estrategias que se proponen son relativamente simples
de adaptar localmente y constituyen una solucién ampliamente aplicable para
mantener y recuperar poblaciones de anuros afectados por Bd.

Mediante los lineamientos de manejo establecidos en esta investigacion se
busca favorecer la preservacion de anuros mediante adecuadas manipulaciones
y muestreos por parte de investigadores y aficionados para evitar la dispersion
de Bd.

5.2.Recomendaciones

e Realizar inventarios de composicion y abundancia de la anfibio fauna en la
Reserva Siempre Verde-Cotacachi.

e Efectuar muestreos con hisopados y eDNA a escalas mayores integrando la
comparacion de la presencia del quitrido en diferentes altitudes y también
en diferentes temporadas: lluviosa y seca.

e Realizar estudios de deteccion de Bd en la trucha arcoiris Oncorhynchus
mykiss, ya que el hongo quitrido podria estar habitando en individuos de
esta especie en la Reserva Siempre Verde-Cotacachi.

e Implementar programas de educacion ambiental con respecto a la

conservacion de la anfibio fauna y manejo del hongo quitrido Bd.
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ANEXOS

Anexo 1. Ubicacidn y elevacion de los anuros muestreados en la Reserva

Siempre Verde-Cotacachi

Cadigo Ubicacién Elevacion Especie
Coord. X Coord. Y

R1 786010 10040956 2335 Pristimantis actites
R2 786598 10041649 2360 Pristimantis sp.

R3 786635 10041535 2352 Pristimantis actites
R4 786931 10041210 2452 Pristimantis hectus
R5 786993 10041099 2493 Pristimantis actites
R6 786990 10041159 2492 Pristimantis actites
R7 787063 10041042 2446 Pristimantis actites
R8 786931 10041381 2452 Pristimantis actites
R9 787261 10041593 2431 Pristimantis actites
R10 786561 10041293 2354 Dendropsophus carnifex
R11 786539 10041365 2353 Dendropsophus carnifex
R12 786693 10041296 2371 Pristimantis actites
R13 786614 10041365 2362 Pristimantis actites
R14 788040 10041285 2372 Pristimantis actites

Nota. La tabla anexo muestra los anuros que se muestrearon in situ, siendo un total de 14 individuos
pertenecientes a cinco especies. Asimismo, detalla las coordenadas y altitud en las que fueron

halladas.
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Anexo 2. Resultados del muestreo de Bd en la Reserva Siempre Verde-Cotacachi

Anexo 2.1. Resultados del muestreo basado en ADN de Bd extraido en muestras de agua con 3 réplicas

Cddigo de Sitio/ Cobertura  Réplical Réplica2 Réplica3 Sumatoriade  Resultado del
muestras vegetal réplicas muestreo
R1 Bosque nativo 1 1 1 3 +
R2 Vegetacion arbustiva 1 1 1 3 +
R3 Vegetacion arbustiva 1 0 0 1 -
R4 Bosgue nativo 1 1 1 3 +
R5 Bosque nativo 1 1 1 3 +
R6 Bosgue nativo 1 1 1 3 +
R7 Bosque nativo 1 1 1 3 +
R8 Bosgue nativo 1 1 1 3 +
R9 Vegetacion arbustiva 1 1 1 3 +
R10 Vegetacion arbustiva 1 1 1 3 +
R11 Vegetacion arbustiva 0 1 1 2 +
R12 Vegetacion arbustiva 1 1 1 3 +
R13 Vegetacion arbustiva 1 1 1 3 +
R14 Vegetacién arbustiva 1 1 1 3 +
Total 13 13 13 39 13

Nota. La tabla muestra el resultado que se obtuvo de las tres réplicas de PCR con ADN aislado de cada una de las muestras de hisopados en piel de anuros de en
la Reserva Siempre Verde, donde las 6 muestras resultaron para Bd, donde se muestra que R1, R2, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11, R12, R13 y R14 resultaron
positivas, mientras que R3 resulto negativa para Bd.
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Anexo 2.2. Resultados del muestreo basado en ADN de Bd extraido en muestras de agua con 3 réplicas

Cadigo de Réplical Réplica2 Réplica3 Sumatoriade Resultado
muestra Sitio Elevacion réplicas del muestreo
(ms.n.
m.)
a Riachuelo truchas 1 2451 1 1 1 3 +
b Truchas 2438 1 1 1 3 +
c Riachuelo truchas 2 2442 1 1 1 3 +
d Punto abejas 2 460 1 1 1 3 +
e Punto pantano 2 407 1 1 1 3 +
f Rio 2422 1 1 1 3 +
Total 6 6 6 18 6

Nota. La tabla muestra el resultado que se obtuvo de las tres réplicas de PCR con el ADN aislado de cada una de las muestras de agua tomadas en la Reserva
Siempre Verde, donde las 6 muestras resultaron para Bd
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Anexo 3. Cronograma de actividades para el muestreo de Bd

Cronograma de actividades para el muestreo de Batrachochytrium

dendrobatidis

Actividad  Meses Mes 1

Mes 2

Mes 3

Semanas 1 2

3 4

1

2

3 4

1

2 3 4

1. Preparacién del

material

2. Control positivo (rana
o0 piel de rana con
Batrachochytrium
dendrobatidis)

3. Muestreo de campo y
filtracion en el

laboratorio

4. Aislamiento de ADN
de muestras

ambientales

5. Reaccion en la cadena
de la polimerasa
(PCR)

6. Validacion de
resultados

(secuenciacion)

Informe final
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Anexo 4. Costos de equipamiento y muestreo de Bd

Costos de equipamiento y muestreo

Tipo Total
Oficina

Computadora portatil $850,00
Impresora $300,00
Material de oficina $50,00
Campo

Céamara fotografica $200,00
GPS $500,00
Coolers $50,00
Refrigerantes $250,00
Botellas de vidrio $60,00
Material adicional $70,00
4 baldes de 5 galones o 20 litros (+) $16,00
Laboratorio

Pinzas $20,00
Micropipetas $800,00
Bomba de vacio

Vortex $200,00
Bafio maria $200,00
Termociclador Eppendorf $15.000,00
Camara de electroforesis $1.200,00
Transiluminador $1.200,00
Congelador -20C $8.000,00
Balanza digital $2.000,00
Kit de EPICENTRE 300 aislamientos $650,00
Etanol $50,00
Syber Safe $200,00
Gel ultra puro $50,00
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Ladder 100pb $50,00
Environmental Taq $450,00
Wizard SV Gel and PCR 100 muestras $350,00
Tubos de 100 ul y 1.5 ml $40,00
Puntas para pipetas $300,00
Gastos Adicionales

Movilidad $100,00
Hospedaje (12 noches) $360,00
Costos de Secuenciacion por muestras (c/u) $7,00
Subtotal $33.573,00
Gastos imprevistos 10% $3.357,30
Total $36.930,30
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Anexo 5. Anexo fotogréafico de trabajo en campo y trabajo en laboratorio
Anexo 5.1. Colecta de muestras de agua en el rio Toabunche, en la Reserva Siempre

Verde-Cotacachi

N

S
“'7
o
%

> Vo

Anexo 5.2. Colecta de muestras de agua en estanque de truchas de la Reserva

Siempre Verde-Cotacachi

93



Anexo 5.3. Muestreo mediante hisopados en piel de un individuo de la especie

Pristimantis actites
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Anexo 5.5. Reaccion en la Cadena de la Polimerasa (PCR) con cebadores

especificos de Batrachochytrium dendrobatidis, Bd_rv.2 y Bd_fw.2

Anexo 5.6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiida con SYBR Green con

resultados de la PCR con los cebadores especificos de Batrachochytrium
dendrobatidis Bd_rv.2 y Bd_fw.2
=
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Anexo 6. Mapas de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi

Anexo 6.1. Mapa de precipitacion media anual (mm) de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi
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Anexo 6.2. Mapa de temperatura media anual (°C) de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi

Mapa de Isotermas de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi
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Anexo 6.3. Mapa de cobertura vegetal de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi
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Anexo 6.4. Mapa de altitudes (m s.n.m) de la Reserva Siempre Verde-Cotacachi
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Anexo 7. Infografias sobre “Lineamientos de manejo de Bd en anuros de la Reserva Siempre
Verde”
Anexo 7.1. Manipulacion ambiental para reducir la quitridiomicosis en el ambiente

({QUE ES LA

QUITRIDIOMICOSIS?

Es una enfermedad producida por el hongo cutdneo
Batrachochytrium dendrobatidis, vinculada con la
extincion masiva de anuros en todo el mundo. En

Ecuador se ha detectado en once provincias, entre

las cuales consta Imbabura.

¢{QUE PODEMOS HACER PARA
EVITAR LA PERDIDA DE ANUROS
POR ESTA ENFERMEDAD?

Presentamos los siguientes lineamientos de manejo:

ELIMINACION DE PARCHES
DE VEGETACION
Disminuir el sombreado para

crear sitios con mayor cantidad
de radiacion solar.

AGUA TIBIA POCO
PROFUNDA PARA
RENACUAJOS

De 5-17 °Cy 25 - 28 °C el crecimiento del

hongo es lento, por lo tanto la enfermedad %’ O‘
disminuye. Por encima de los 30 °C el )
hongo muere y la mortalidad es mas

rapida por encima de los 37 °C.

FUENTES DE CALOR
ARTIFICIAL EN TODAS LAS
ETAPAS DE VIDA ELIMINAN
LA ENFERMEDAD

AUMENTAR LA TEMPERATURA
EN HABITATS TERRESTRES ﬂ

Los anuros deben ser expuestos al sol durante 1 h a 33 °C.
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UTILIZAR SALES Y FUNGICIDAS

El tiofanato-metilo, y General Tonic

\Q\DE (acriflavina/azul de metileno) son utiles para
é’ > eliminar la quitridiomicosis en condiciones de
2f 5 laboratorio.

; Determinar previamente las concentraciones,
tasas de aplicacion y evaluar posibles efectos
secundarios.

BIOAUMENTO CON BACTERIAS

Inoculacion de anuros anfitriones o habitats con
microbios que producen metabolitos que impiden el
crecimiento y supervivencia de la quitridiomicosis.

PROGRAMAS DE
VIGILANCIA DE
ENFERMEDADES DE
ANUROS CON ENFASIS EN
QUITRIDIOMICOSIS

Obtener informacién actualizada de la incidencia,
localizacion, repercusion y la cuantificacion de la
quitridiomicosis para implementar acciones de control y
prevencion oportuna.

® Vigilancia pasiva: recopilacion de
informacion epidemioldgica por A
actores como laboratorios, J_', &

9 ud

universidades, Ministerio de
Ambiente, Agua y Transicion
Ecoldgica (MAATE), entre otros.

® Vigilancia activa: generacion de
informacion por medio de toma de
muestras y registro de informacion
epidemiologica.
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MINIMIZAR OTRAS FUENTES DE
MORTALIDAD

Es importante proteger el habitat de
las especies amenazadas por
quitridiomicosis y minimizar los
impactos humanos como la caza,
coleccion y degradacion del habitat.

-

MANEJAR OTROS PROCESOS
AMENAZADORES

® Evitar introducir especies, pues estas
pueden influir en el incremento de
mortalidad de anuros.

® Evaluar detenidamente la
competencia simpatricay
depredacion de anuros.

@ Reducir los impactos de otras
enfermedades que afectan a los
anuros.

EVITAR O REDUCIR EL
IMPACTO DE EXTREMOS
CLIMATICOS

Para minimizar los efectos de la sequia,
los habitats de reproduccién de anuros
pueden manipularse para reducir la
mortalidad de adultos mediante la
creacion de refugios himedos.
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Anexo 7.2. Introduccion de anuros en entornos desfavorables para quitridiomicosis

INTRODUCCION DE ANUROS EN
ENTORNOS DESFAVORABLES
PARA QUITRIDIOMICOSIS

Cuando la quitridiomicosis no se puede
controlar in situ, las translocaciones se
pueden usar para mover a los anuros a
lugares libres de la enfermedad cerca
de su darea de distribucion.

Por ejemplo en partes altas de montana,
fuentes de agua, refugios en
elevaciones mads bajas y habitat mas
seco.

TRANSLOCACIONES DE ANUROS A
AMBIENTES DESFAVORABLES
PARA EL DESARROLLO DE
QUITRIDIOMICOSIS

Son bastante prometedoras pero
pueden tener consecuencias no
deseadas, y los beneficios y riesgos
potenciales requieren una
evaluacion cuidadosa.

Seguir protocolos de bioseguridad
para mitigar el riesgo de
propagacion de enfermedades y
brotes posteriores.

-~

« &7

((o
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INTRODUCCION DE ANUROS
PARA AUMENTAR LA CAPACIDAD
DE AMORTIGUAMIENTO DE LAS
POBLACIONES

Incorporar individuos criados en cautiverio a las
poblaciones silvestres tiene una ventaja inicial y
el aumento de la poblacion.

/| La ventaja es criar individuos recolectados en la
naturaleza, huevos o renacuajos, hasta una
edad 6ptima para la liberacion, asi se permitira
la supervivencia durante periodos de mortalidad
alta.

ETAPAS DE VIDA DONDE LA
QUITRIDIOMICOSIS ES UNA
MAYOR AMENAZA

Identificar las etapas

Adult Frog x ~ 55 de vida donde la
SO quitridiomicosis esté
amenazando a la
, x poblacion, esto
ayudara a regresar a la
* o vida silvestre
individuos tratados.

Yong Frog ‘ l Tadpole

Tadpole with legs

CREACION DE UN NUEVO
HABITAT PARA LOS ANIMALES
TRASLADADOS

Se pueden incorporar cuando los sitios
receptores no estan disponibles y la -
manipulacion del habitat no es posible.
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Anexo 7.3. Conservacion ex situ de anuros

CONSERVACION EX SITU DE

ANUROS
Para las especies que dependen de colonias
cautivas es importante mantener la diversidad
JESSN - genética de los individuos en cautiverio.
N »‘!” La seleccién directa en cautiverio implica la

.
g',’% b Y exposicion de anuros al hongo quitrido y la
' _?" A reproduccion de individuos sobrevivientes.
. " < o,
X SR

[
i
ét

¥

UTILIZACION DE MARCADORES
GENETICOS

Podrian usarse para identificar individuos

resistentes para la reproduccién; individuos

@ ) potencialmente resistentes que sobrevivan en la
i naturaleza bajo la seleccion natural.

La presion de seleccion debe ser moderada y es
» importante desarrollar tratamientos para eliminar la

o o
@ quitridiomicosis en situaciones de emergencia.

USO DE TRATAMIENTOS
QuimMicos

El itraconazol es el tratamiento quimico mas utilizado.
El voriconazol, cloranfenicol, y el clorhidrato de
terbinafina también son una alternativa.

Se necesita una optimizacion especifica de especie
para estos tratamientos dada su posible toxicidad y se
debe considerar que no eliminar la infeccion permite el
desarrollo de resistencia a medicamentos.

ESTABLECER UN BANCO DE
RECURSOS GENETICOS DE
LAS ESPECIES DE ANUROS
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Anexo 7.4. Eleccion de la estrategia y protocolo de bioseguridad

ELECCION DE LA ESTRATEGIA

La eleccion de la estrategia depende de una
comprensién de la dinamica de la enfermedad y
la ecologia de las especies.

Qoo _—
- Las intervenciones deben enfocarse en las

etapas de la historia de vida de los anuros. Se

necesitan estudios ecoldgicos para identificar

brotes, disminuciones en curso y priorizar

poblaciones de alto riesgo.

Dada la falta de estrategias
efectivas comprobadas, todas las
intervenciones deben
implementarse dentro de un marco
experimental.

PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD
PARA EL MUESTREO DE ANUROS

® Planificar visitas, y empezar con localidades que todavia no han
sido infectadas.

® Desinfectar el equipo de campo: redes, mangas, trampas, botas,
ruedas de vehiculos y cualquier material que hayan estado en
contacto con el agua en zonas de infeccidn, utilizar lejia al 4%,
formol al 40%, etanol al 70% o amonio.

® E| transporte de animales debe realizarse con los individuos
dentro de bolsas individuales con aire y sustrato humedo.

@ Al manipular cadaveres y animales moribundos usar guantes, que
deberdn ser desechados y destruidos como "desechos
contaminados".

@ Cualquier instrumento utilizado en campo o laboratorio debe
desinfectarse sumergiéndolos en etanol al 70% durante 30 min.
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Anexo 7.5. Protocolo de curacion de quitridiomicosis en anuros

PROTOCOLO PARA LA CURACION
DE QUITRIDIOMICOSIS EN
ANUROS

El objetivo es preveniry
minimizar los efectos de la
quitridiomicosis cuando se

esté trabajando con anuros en
vida libre en la Reserva
Siempre Verde.

El protocolo esta dirigido a
herpetodlogos, veterinarios,
conservacionistas, biélogos,
investigadores, ambientalistas
y/o aficionados a la
herpetologia.

TRATAMIENTO CON
ITRACONAZOL

Una vez diagnosticada la enfermedad, bafiar a las ranas
contagiadas por cinco minutos cada dia, durante 11 dias,
con una suspension de itraconazol (antimicoético) al
0.01% en solucién salina al 0.6%.

También es recomendable aplicar una pomada cuténea
de itraconazol.

Antes de aplicar, considerar que este tratamiento ha
resultado ser toxico para renacuajos y algunas ranas
recién metamorfoseadas.
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