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AURKEZPENA- PRESENTACION 7

AURKEZPENA

Esan liteke, anfibioek biologiaren kontserbaziorako mugarri izan diren zenbait ezaugarri gordetzen dituztela. Duela ha-
markada batzuetatik lehentasunezko arreta jaso dute bizidun hauek, izan ere, mundu mailan jasaten ari diren gain-beheraren
ondorioz, ehundaka espezie eta populazio modu atzeraezinean galtzen ari dira.

Bere jarduera eremuaren baitan, Aranzadi Zientzia Elkarteko Herpetologia sailak 2002. urtean ekindako bidean, aditu eta
gizarte-dibulgazioko kideak gonbidatu zituen anfibioen kontserbaziorako lehen jardunaldiak antolatuz. Lehen hitzordua Euro-
pako esparrura mugatu zen, nazioarteko ikertzaileen zerrenda nabaria erakarri zealrik. Bide beretik, 2010. urtean gauzatutako
bigarren jardunaldiak ere Europako adituak bildu zituen. Kasu honetan espezie bakar baten kontserbazioan zentratu zen
jarduna, apo lasterkarian (Epidalea calamita) hain zuzen, zeinaren hedapena EAE-ko kostaldeko populazio isolatu eta larriki
mehatsatuetara mugatzen den.

Hamarkada bat beranduago, hirugarren jardunaldiak gauzatzeko beharra sortu zen. Honetan, bat-bateko osasun larrialdi
batek bultzatuta (koronabirusaren pandemia egoera), aditu taldearen jatorria Iberiar Penintsulara mugatu zen. Zehazki, Ma-
dril, Katalunia, Euskal Herria eta Gaztela Mantxako aditual bildu ziren Donostian 2020ko urrian, lberiar Penintsulako anfibioen
inguruko ikerketa lanen laburpen bati bide emanez eta populazio mehatxatuen epe luzerako jarraipen programetan ikerketa
emtodologia gisa baliatzen diren teknikak aztertuz. Hamaika hitzaldi eta bi mahai inguru aurkeztu ziren, non jarraipen pro-
grametan bilduriko emaitzak eta tekniken inguruko eztabaidak azaleratu baitziren, hala nola, populazio zenbaketen emaitzak,
erantzun immunea eta azterketa genetikoa, izan populazioetan zein ingurune urtarretan, gaixotasun emergenteak ikertuz,
plagiziden inpaktua edota animalia hauen kontserbazioan sare sozialen garrantzia. Sei hitzaldietako edukiak zabaldu eta
artikulu zientifikoen bidez igorri dira, Munibe Monographs Nature Series argitalpenaren bostgarren alea osatuz eta autonomia
erkidego desberdinetan gauzatzen ari diren ekintzen laburpen zorrotz eta eguneratu bat aditzera emanaz. Argitalpen mono-
grafikoaren jatorria izan ziren Jardunaldiak, Gipuzkoako Foru Aldundiaren dirulaguntzaren ondorioz gauzatu ahal izan ziren;
aldiz inprimatze funtsak lortzeko, Aranzadi Zientzia Elkarteak, Eusko Jaurlaritzaren Agenda 2030 bonoak baliatu ditu, izan ere
tirada mugatu bat argitaratzeko aukera eman digute eta.

ARGITARATZAILEAK
lon Garin-Barrio, Xabier Rubio, Carlos Cabido, Ifiigo Rubio-Lopez eta Ifiaki Romero-lracla

PRESENTACION

Puede decirse que los anfibios guardan en cierto modo uno de los hitos pioneros en la biologia de la conservacion, por-
que desde hace bastantes décadas vienen siendo objeto de una atencion preferente que ha declarado su declive a escala
mundial, traducido en la constatada pérdida irreversible de cientos de especies e innumerables poblaciones.

Dentro de su @mbito de actuacion, el Departamento de Herpetologia de la Sociedad de Ciencias Aranzadi inicié en 2002
un proceso de acercamiento entre especialistas y de divulgacion social que se tradujo en la celebracion de unas primeras
jornadas de conservacion de anfibios, enfocadas al ambito europeo, que atrajo a un notable elenco de investigadores interna-
cionales. Las segundas jornadas, celebradas en 2010, convocaron igualmente a especialistas europeos, ésta vez centradas
en la conservacion de una especie —el sapo corredor— escasamente representada en la Comunidad Auténoma Vasca y
fuertemente amenazada en sus poblaciones aisladas de la costa vasca.

Una década después se suscitd la necesidad de desarrollar unas terceras jornadas, que por coincidir con un momento
especialmente grave desde la perspectiva sanitaria (la pandemia de coronavirus), quedd restringida al ambito nacional. En
un momento tan diffcil, un grupo de especialistas ibéricos, procedentes de Madrid, Catalufia, Pais Vasco, Navarra y Casti-
lla-La Mancha, se dieron cita en octubre de 2020, una vez mas en Donostia-San Sebastian, para presentar un resumen de sus
trabajos en la conservacion de los anfibios ibéricos, bajo la perspectiva comun de las metodologias que se estan empleando
para el seguimiento a largo plazo de sus poblaciones amenazadas. Se presentaron once ponencias, y se celebraron dos
mesas redondas, en las que se expusieron las técnicas y resultados que se estan obteniendo en el ambito del seguimiento
mediante censos poblacionales, respuesta inmune y andlisis genéticos, tanto de poblaciones como en el medio acuético,
investigacion de enfermedades emergentes, impacto de plaguicidas y papel de las redes sociales en la conservacion de
la fauna. Seis de las ponencias, ampliadas y trasladadas a articulos cientificos, constituyen este quinto nimero del Munibe
Monographs. Nature Series que presentamos, en el que queda resumido un panorama riguroso y actualizado de las activi-
dades que se estan produciendo en este ambito en diversas Comunidades Autdbnomas. Las Jornadas que fueron el germen
del volumen monogréafico que presentamos se realizé gracias a las ayudas de la Diputacion Foral de Gipuzkoa; de cara a
la impresion del mismo, la Sociedad de Ciencias Aranzadi ha contado con las ayudas de bonos Agenda 2030 del Gobierno
Vasco, que han permitido publicar una tirada reducida de ejemplares.

LOS EDITORES
lon Garin-Barrio, Xabier Rubio, Carlos Cabido, Ifiigo Rubio-Lépez e Ifiaki Romero-lracla
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El programa SARE anfibios:
fortalezas y debilidades

The SARE Amphibian Programme:
Strengths and Weaknesses

Enrique Aylién'

" Asociacion Herpetoldgica Espariola. José Gutiérrez Abascal, 2. 28006 Madrid.

Correspondencia: enrique.ayllon@herpetologica.org

RESUMEN

En este trabajo se repasa la evoluciéon del programa de Seguimiento de anfibios y reptiles de Espafia (SARE) en el grupo de los anfibios,
y se expone las posibles fortalezas y debilidades asociadas a la utilizaciéon de una metodologia enfocada a la ciencia ciudadana, y mas en
detalle la ejecucion de los muestreos, su calidad y la de los datos obtenidos con ellos.

PALABRAS CLAVE: Anfibios, seguimiento, tendencias poblacionales, programa de seguimiento.

ABSTRACT

This paper reviews the evolution of the Spanish Amphibian and Reptile Monitoring Program (SARE) in the amphibian group, and exposes
the posible strengths and weaknesses associated with the use of a methodology focused on citizen science, detailing the execution of the

samples, their quality and that of the data obtained with them.

KEY WORDS: Amphibians, monitoring, population trends, monitoring program.

LABURPENA

Lan honetan, Espainiako Anfibioen eta Narrastien Jarraipen programak (SARE) anfibioengan izan duen bilakaera berrikusten da. Horrez
gain, herritarren zientziara bideratutako metodologiaren indarguneak zein ahultasunak azpimarratzen dira, eta, modu zehatzago batean,

laginketak, horien kalitatea eta haiekin lortutako datuak aztertzen dira.

GAKO-HITZAK: Anfibioak, jarraipena, populazioen joerak, jarraipen programa.

GESTACION DEL SARE

A principios del siglo XXI el mayor problema para de-
tectar el declive de especies y poblaciones de anfibios y
reptiles en el territorio espafiol era el de no poseer series
histéricas de datos en las que se pudieran detectar los
cambios en su distribucién y/o abundancia. Mientras que
en diversos paises europeos y en América del Norte exis-
tian registros histéricos (Houlahan et al., 2000), a veces de
mas de un siglo, en Espafia no contdbamos mas que con
observaciones relativamente recientes y de caracter pun-
tual, repartidas por toda la geografia. Ante la falta de este
tipo de datos y como continuacion al trabajo de inventaria-
do, distribucioén y andlisis de la herpetofauna espariola rea-
lizada con la edicién del Atlas y Libro Rojo de los Anfibios
y Reptiles de Espafia (Pleguezuelos et al., 2002), surgio la
necesidad de disefiar varios protocolos y un programa de
trabajo para disponer, a largo plazo, de series temporales
que mostraran las tendencias de nuestra herpetofauna. En
el ano 2006, con el impulso de la Direccién General de
Biodiversidad del entonces Ministerio de Medio Ambiente
del Gobierno de Espafia, se ejecutd el Proyecto “Disefio y
aplicacion del sistema de seguimiento de la biodiversidad
espafnola”. En este marco, la Asociacion Herpetoldgica

https://doi.org/10.21630/mmns.2023.5.01

Espafiola (AHE) disefi6 los protocolos de seguimiento ba-
sicos para la creaciéon del programa SARE (Seguimiento
de los Anfibios y Reptiles Esparfoles), que nacié en el afio
2008 con la vocacion de contar con series temporales que
permitieran detectar las tendencias a largo plazo de los
herpetos en Esparia (Ayllén y Gémez-Calmaestra, 2015).

Ante el gran reto de intentar cubrir la totalidad del terri-
torio nacional con sus especies presentes, la AHE decidi¢
desarrollar un proyecto con la misma filosofia que otros
existentes en Espafa para grupos faunisticos, basados en
ciencia ciudadana. Nuestros principales modelos a seguir
fueron los programas de seguimiento para aves, desa-
rrollados por la Sociedad Espafiola de Ornitologia (http://
www.seguimientodeaves.org/), y la red de seguimiento de
mariposas diurnas “Butterfly Monitoring Scheme*” (BMS) en
Catalufia (http://www.catalanbms.org/). Pero las mariposas
y las aves son grupos faunisticos que mueven gran canti-
dad de aficionados y su atractivo popular facilita el desa-
rrollo de este tipo de proyectos. Por ello se plante¢ desde
el inicio si éstos pueden funcionar con animales menos
populares, como los anfibios y reptiles. Desde el programa
SARE prestamos atencion a programas de seguimiento a
largo plazo de anfibios y reptiles con voluntariado, que se
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llevan realizando con éxito en Europa desde hace tiem-
po, como el desarrollado por la RAVON Foundation en
Holanda (denominado “Monitoring Network of Reptile, Am-
phibian & Fish Conservation”), o el desarrollado por “Am-
phibian and Reptiles Conservation” (ARC) en colaboracion
con “Amphibian and Reptile Groups of de UK-Volunteers
working for the conservation of amphibians and reptiles”
(ARG UK) en el Reino Unido, y denominado “The National
Amphibian and Reptile Recording Scheme” (NARRS). Es-
tas experiencias, tanto los programas de seguimiento en
Espafia de otros grupos faunisticos con voluntarios como
otros similares en paises europeos, nos hicieron pensar
que un proyecto de esta envergadura se podia afrontar
con éxito. El apoyo econémico ofrecido entre 2008 y 2010
por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Am-
biente del Gobierno de Espafia también fue crucial para
facilitar la puesta en marcha del programa.

METODOLOGIA

Las diferencias ecoldgicas y de deteccién entre anfi-
bios y reptiles obligaron al disefio de dos metodologias de
muestreo claramente diferenciadas en el programa SARE.
Para anfibios, en cada cuadricula elegida por el voluntario
se muestred, al menos, un punto de observacion (masas de
agua en sentido amplio; Fig. 1) por cada habitat diferente
existente en la cuadricula, siendo tres el nUmero minimo de

4
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puntos seleccionados. Se realizaron, al menos, dos mues-
treos al afio dentro del periodo reproductor de la mayoria
de las especies presentes en la cuadricula. Los distintos
puntos de muestreo se podian conectar mediante transec-
tos, a pie o en coche, si pudieran ser ademas propicios
para la observacién de anfibios (Bosch y Carabias, 2014).
Para ampliar la informacion sobre los protocolos de censo
(Fig. 2) y el proyecto en general se puede consultar: ht-
tps://nerpetologica.es/category/programas/programa-sare/
(AHE, 2009). Igualmente, en este enlace se encuentran los
protocolos y metodologias correspondientes a los reptiles.

Desde el propio proyecto, también fuimos conscientes
de que el seguimiento de especies, tanto de anfibios como
de reptiles, con rango de distribucién reducido o con pre-
sencia en habitats o ambientes reproductores mas exclu-
sivos 0 hasta Unicos para ellas, seria infravalorado en los
resultados, por lo que planteamos realizar censos mono-
graficos complementarios, para valorar la situaciéon actual
de cada especie objeto de estudio y disefiar los corres-
pondientes planes de seguimiento.

En este sentido, se elaboré una primera monografia so-
bre la lagartija de Valverde (Algyroides marchi Valverde,
1958; Carretero et al., 2010) y una segunda sobre el sapo
partero bético (Alytes dickhilleni Arntzen & Garcia-Parfs,
1995; Bosch y Gonzalez-Miras, 2012). EI monogréfico del
sapo partero bético analizé de forma general a la especie
(historia natural y amenazas para su conservacion), valo-

Fig. 1. - Tipo de estacion de muestreo frecuentemente utilizada en el programa SARE. Navaluenga (Avila).
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Fig. 2. - Muestreo avanzado de anfib

rd su situacion general por provincias y su distribucion, y
llevd a cabo un andlisis espacial, analizando su suscep-
tibilidad a la quitridiomicosis y recopilando las iniciativas
seguidas para su conservacion, y una actualizaciéon de su
categoria de conservacion (IUCN, 2001). La informacién
recopilada en los muestreos se analizé mediante el progra-
ma RAMAS Red List v.2 (2001 Applied Biomathematics),
resultando categorizada la especie ‘En Peligro’ (EN) (EN-
VU). En este trabajo se disefié una metodologia especifica
de muestreo, validandose el método y analizandose sus
resultados, lo que facilitd la eleccion de tres ubicaciones
en cada una de las seis provincias con presencia de la
especie, para que sirvieran de estaciones de censo en un

ios en una charca del programa SARE. Picos de Europa (Cantabria).

W\

seguimiento a largo plazo de la misma, que nunca llegd
a ejecutarse, principalmente por falta de recursos econé-
micos, aunque el disefio permanece vigente como para
ser puesto en marcha. No se desarrollaron mas trabajos
de esta indole, tanto para anfibios como para reptiles, aun
cuando existen especies claramente candidatas a estos
seguimientos especificos, tales como Chioglossa lusitani-
caBocage, 1864, Rana iberica Boulenger, 1879, Calotriton
asper (Duges, 1852) o Rana dalmatina Bonaparte, 1840.
Especies también candidatas a estos seguimientos, pero
que ya son seguidas de forma exhaustiva por las admi-
nistraciones publicas, como Calotriton arnoldi Carranza &
Amat, 2005, Alytes muletensis (Sanchiz & Adrover, 1977)

Munibe Monographs. Nature Series e 5(2023) e 11-15

Donostia-San Sebastian e

ISSN 2340-0463 - eISSN 2340-3055
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0 Rana pyrenaica Serra.Cobo, 1993, fueron descartadas
porgue no tenia sentido duplicar trabajo y esfuerzos.

Para el analisis de tendencias poblacionales se ha uti-
lizado el programa informatico TRIM (“Trends and Indices
for Monitoring Data”; Statistics Netherlands), a partir de
modelos lineales, para sintetizar de manera sencilla la evo-
lucién de las especies a lo largo de un periodo de tiempo
relativamente corto. TRIM esté especificamente disefiado
para solventar los problemas mas frecuentes en este tipo
de andlisis, como son la ausencia de datos cuando los
muestreos no se han realizado en algunas estaciones o en
algunos afios, asi como la autocorrelacion temporal de las
abundancias observadas en cada localidad. La pendiente
de la recta modelizada se puede interpretar en términos
biolégicos como el porcentaje de variaciéon anual (o tasa
instantanea de cambio: positivo en el caso de un aumento
de efectivos, negativo en caso de declive). TRIM clasifica
las tendencias obtenidas en distintas categorias: aumento
fuerte (aumento significativo superior al 5% anual, que im-
plica doblar la abundancia en sélo 15 afios), aumento mo-
derado (aumento significativo, pero inferior al 5% anual),
estable (no hay aumento o descenso significativo y las ta-
sas de cambio son menores del 5% anual), incierta (no hay
aumento o descenso significativo, pero sin certeza de que
las tasas de cambio sean menores del 5% anual), declive
moderado (descenso significativo, pero no superior al 5%
anual), y declive acusado (descenso significativo superior
al 5% anual) (Bosch y Carabias, 2014).

ESTADO ACTUAL DEL ANALISIS

El Unico blogue de afios analizados hasta el momento
corresponde al periodo 2008-2013, con un total de 136 vo-
luntarios participantes en los muestreos, habiéndose llega-
do a contabilizar un total de 208 cuadriculas UTM de 10x10
km con datos de seguimiento. En total se han obtenido da-
tos de 957 estaciones de muestreo.

De las seis especies para las que fue posible estimar
tendencias (Fig. 3), s6lo una presentd una tendencia posi-

= P. per === B. cal === B. spi
P.wal ==P.pun ==§ sal

08 08 10 11 12 13

Fig. 3. - Tendencias poblacionales de las seis especies de anfibios
con resultados obtenidos a través del Proyecto SARE (Fuente: Bosch
y Carabias, 2014).

ENRIQUE AYLLON

tiva (Pelodytes punctatus (Daudin, 1802), incremento mo-
derado), tres de ellas (Epidalea calamita (Laurenti, 1768),
Bufo spinosus Daudin, 1803 y Pleurodeles walt Michahe-
lles, 1830) no presentaron un aumento 0 descenso signi-
ficativo (tendencia estable), y dos especies presentaron
tendencias negativas (Pelophylax perezi (Lopez Seoane,
1885) y Salamandra salamandra (Linnaeus, 1758)), declive
moderado (Bosch y Carabias, 2014).

No se obtuvo resultados de seguimiento (sin ninguna
estacion de muestreo) para Chioglossa lusitanica, Calotri-
ton asper, Rana dalmatina y Bufotes balearicus (Boettger,
1870), ademas de las tres especies antes mencionadas
con seguimiento institucional (Calotriton arnoldi, Alytes mu-
letensis y Rana pyrenaica), lo que deja clara constancia de
que son necesarios los seguimientos especificos para cier-
tas especies de distribucion restringida o habitats singula-
res, asi como para especies insulares, tal como demuestra
la inexistencia de datos para el sapo balear.

Después de 2014 se siguid con el proyecto SARE, pero
sin ningun tipo de soporte econdmico, lo que ha supuesto
una merma considerable en los datos aportados por los
colaboradores. Precisamente por esas fechas (2013) el
Gobierno de Navarra introdujo el programa SARE en su te-
rritorio, siendo la guarderia medioambiental la encargada
de realizar los muestreos, que siguen realizandose hasta la
actualidad (Gos4, 2020).

VALORACION DEL PROGRAMA SARE

La puesta en marcha de un programa de seguimiento
de anfibios en el Pais Vasco, por invitacion a la AHE de la
Sociedad de Ciencias Aranzadi, nos ha hecho recapacitar
sobre las fortalezas y debilidades del proyecto SARE en los
muestreos y su ejecucion, asi como en la toma de datos y su
analisis después de doce afos de funcionamiento, para que
sirva de experiencia en el disefio del programa a desarrollar
en ese territorio. Por esta razon se valora a continuacion los
que se pueden considerar como puntos fuertes y débiles del
proyecto, lo que nos podria facilitar la mejora de los resul-
tados futuros a obtener, contribuyendo a la reflexién sobre
proyectos semejantes que se estén iniciando actualmente.

Fortalezas

® Muestreos: La eleccion de dos tipos de muestreos,
uno basico y otro avanzado, ha permitido una mayor
participacion y adaptar los muestreos a la formacion y
experiencia de los voluntarios, asi como mantener con-
diciones biosanitarias favorables en cada caso.

El muestreo basico es de sencilla ejecucion y poco exi-
gente en tiempo y en conocimientos. La no manipula-
cion de ejemplares permite disminuir al minimo el po-
tencial efecto de las enfermedades emergentes. Es el
adecuado para ser aplicado como ciencia ciudadana,
porque la manipulacion de material bioldgico requiere
disponer de los pertinentes permisos, siendo en este
caso el objetivo la realizacion de censos visuales de an-
fibios en estado adulto.
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Por el contrario, el muestreo avanzado es mas comple-
jo y el manejo se realiza por personal con formacion,
para evitar la aparicion de enfermedades emergentes.
Los datos son mas exactos y de mayor calidad, pero el
tiempo de dedicacion es mas elevado y normalmente
el objetivo del censo es el estado larvario, que requie-
re la captura y, habitualmente, la manipulacion de los
ejemplares.

e Ejecucion de los muestreos: En este punto valoramos el
grado de cobertura que podemos alcanzar, al nivel de
numero de estaciones de muestreo.

Con los voluntarios de ciencia ciudadana y muestreo
basico se alcanza gran cobertura de puntos de segui-
miento y el coste econdmico es muy bajo. Los datos
son mas groseros pero su volumen es mayor. Cuando
faltan recursos econémicos, es el mejor sistema para
mantener los muestreos en el tiempo, siempre que haya
un coordinador del proyecto atento a los voluntarios y
capaz de generar un feedback con ellos.

Con los “profesionales” la cobertura alcanzada es me-
nor, pero se aumenta la calidad de los datos. Con el
personal funcionario (técnicos y agentes forestales) se
pierde algo de calidad en los datos, pero se asegura
cierta cobertura y una continuidad de los seguimientos
a largo plazo, con independencia de los recursos eco-
némicos obtenidos.

¢ Datos: Este sistema de ciencia ciudadana permite la
obtencion de gran volumen de datos, gran cobertura
de héabitats diferentes y de un amplio espectro de es-
pecies. Por ser datos groseros o de menor calidad el
anélisis es mas sencillo, pero, al perseguirse el conoci-
miento de la tendencia poblacional de las poblaciones,
puede resultar muy beneficioso ya que el analisis no
requiere un gran conocimiento estadistico.

Debilidades

e Muestreos: El muestreo basico es nocturno, y en volun-
tarios o naturalistas poco avezados en el mundo de los
anfibios suele generar rechazo, ya que las condiciones
meteorolégicas en que se realiza pueden ser algo des-
agradables (noches de lluvia o de llovizna). El muestreo
avanzado es mas metodico y exige mayor tiempo de
dedicacion. Esto es una debilidad, ya que exige al pro-
fesional o funcionario un mayor tiempo de ejecucion vy,
por ende, una mayor carga de trabajo.

e Ejecucion de los muestreos: En relacion con la ciencia
ciudadana, en los voluntarios existe normalmente poco
compromiso, porque se trata de seguimientos a largo
plazo en el tiempo, que requieren continuidad, de ma-
nera que se producen frecuentes abandonos, que exi-
gen la creacion de mecanismos de motivacion para la
generacion de esfuerzos a medio y largo plazo.

En relacion con los profesionales, los censos suponen
a las administraciones un alto coste econémico y baja
cobertura. Normalmente, los anfibios y reptiles estan en
la parte mas baja de la lista de prioridades para los ges-

tores, y ante la escasez de recursos econdmicos estan
entre los primeros que se caen de sus proyectos.

En cuanto al personal funcionario (técnicos y agentes
forestales), basicamente no presenta debilidades, méas
alla de la predisposicion a la realizacion del trabajo por
parte de éstos, la necesidad de formacién en muchos
casos y la sobrecarga de trabajo que puede generar
este tipo de tareas en ciertas épocas del afio. También
es un factor negativo que, en la mayoria de los casos,
los agentes forestales tengan que realizar el muestreo
basico, debido a que no trabajan de noche. Sin embar-
go, no ha sido éste el caso del SARE realizado por la
guarderia medioambiental de Navarra, que ha podido
realizar los censos en horas nocturnas.

e Datos: Los datos del muestreo basico son mas grose-
ros, con poco detalle, lo que genera una informacion
mas limitada. Los del muestreo avanzado son muy inte-
resantes, pero la cobertura suele ser baja 'y estan princi-
palmente dirigidos a especies de distribucion restringi-
da, para las que muchas veces se necesita informacion
méas detallada, capaz de detectar los posibles cambios.
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RESUMEN

Los anfibios son los vertebrados més amenazados. Las enfermedades emergentes de los anfibios, como la quitridiomicosis y ranavirosis,
constituyen una de sus amenazas mas relevantes, causando mortalidades masivas, declives poblacionales y extinciones. Dada la preocu-
pacion internacional por la crisis de los anfibios, en las ultimas décadas han surgido muchas iniciativas para el seguimiento de poblaciones.
Desgraciadamente, muchas de estas iniciativas no resultan eficaces para determinar la emergencia de estas enfermedades ni para evaluar
su impacto real en las poblaciones, dado que: no se centran en las especies, los estadios de desarrollo y las épocas del afio adecuadas, y
no incluyen la toma de datos de infecciéon de manera regular. En el caso de las poblaciones con incidencia de patégenos conocida la situa-
cion no es mejor, dado que raramente se llevan a cabo programas de seguimiento a largo plazo una vez que los brotes de mortalidad han
cesado. Por lo tanto, mientras que cada vez son mas frecuentes los casos publicados de mortalidades masivas de anfibios asociados a las
enfermedades emergentes, existe un vacio de conocimiento significativo sobre la incidencia real de estas enfermedades y de sus efectos a
medio y largo plazo.

PALABRAS CLAVE: Enfermedades emergentes, quitridiomicosis, Batrachochytrium dendrobatidis, ranavirosis, Ranavirus, ADN ambiental, monito-
reo de anfibios, estrategias de conservacion.

ABSTRACT

Amphibians are the most threatened vertebrate group. The emerging diseases such as chytridiomycosis and ranavirosis are important
amphibian threats, being responsible for mass mortality events, population declines and extinctions. Given the global scale of the amphibian
crisis, numerous monitoring efforts have emerged in recent decades. Unfortunately, many of them are not effective in determining the emer-
gence of diseases, nor in assessing their real impact on populations. This is partly because these efforts are not species-specific nor focused
on appropriate developmental stage and/or time of year, but also due to the lack of a routine collection of infection data. In populations with
known incidence of pathogens the situation is no better because long-term monitoring programs are rarely carried out once disease outbreaks
have ceased. Therefore, while there is an increase in the report of disease-associated mass mortality events, we still face a significant lack of
knowledge about the real incidence and impacts of these diseases in the medium and long term.

KEY WORDS: Emerging diseases, chytridiomycosis, Batrachochytrium dendrobatidis, ranavirosis, Ranavirus, environmental DNA, amphibian moni-
toring, conservation strategies.

LABURPENA

Anfibioak dira ornodun talde mehatxatuena. Anfibioen gaixotasun kutsakor emergenteak, hala nola kitridiomikosia eta ranabirosia, meha-
txu garrantzitsuenetako bat dira, eta hilkortasun masiboak, populazioaren gainbehera eta iraungipenak eragiten dituzte. Anfibioen krisiaren
inguruko nazioarteko kezka dela eta, azken hamarkadetan ekimen asko burutu dira populazioen jarraipena egiteko. Zoritxarrez, ekimen
horietako asko ez dira eraginkorrak ez gaixotasun horien larrialdia zehazteko, ez populazioetan duten benetako eragina balioztatzeko ere.
|zan ere, ez dira espezieetan, garapen-faseetan eta urteko garai egokietan oinarritzen, eta ez dute infekzio-daturik erregulartasunez hartzen.
Patogenoen intzidentzia duten populazioen kasuan, egoera ez da hobea, hilkortasun-agerraldiak amaitu ondoren epe luzerako jarraipen-pro-
gramak oso gutxitan egiten baitira. Beraz, gaixotasun kutsakor emergenteekin lotutako anfibioen hilkortasun masiboen kasu argitaratuak gero
eta ugariagoak diren bitartean, gaixotasun horien eta haien epe ertain eta luzeko ondorioen benetako eraginari buruzko ezagutza-hutsune
esanguratsu bat dago.

GAKO-HITZAK: Gaixotasun emergentea, kitridiomikosia, Batrachochytrium dendrobatidis, ranabirosia, Ranavirus, ingurumen DNA, anfibioen jarrai-
pena, kontserbazio estrategia.

https://doi.org/10.21630/mmns.2023.5.02




18 JaivE BoscH, ALBERT MARTINEZ-SILVESTRE, BARBORA THUMSOVA

INTRODUCCION

Las actividades humanas han provocado una crisis sin
precedentes en la biodiversidad por la modificacion del
medio, la explotacion de la vida salvaje y la alteracién de
la composicion de los ecosistemas a través de las invasio-
nes bioldgicas (Ceballos et al., 2015). La evidencia de que
esta pérdida contemporanea de biodiversidad incluye el
declive global de los anfibios se sustenta ya en décadas
de investigacion (Stuart et al., 2004, 2008). La alteracion y
destruccion del medio, la contaminacion y el cambio cli-
matico reducen sistematicamente el habitat de los anfibios.
Ademas, el comercio legal e ilegal reduce la abundancia
y altera la composicién de las comunidades (Hughes et
al., 2021), pudiendo facilitar la introduccion de nuevos
patégenos que causan mortalidades masivas o impiden
el reclutamiento (p.ej. Berger et al., 1998; Davidson et al.,
2002; Finlay y Vredenberg, 2007; McMenamin et al., 2008;
Johnson et al. 2011; Fisher et al., 2012; Faruk et al., 2013;
Martel et al., 2014; Price et al., 2014).

Es bien sabido que las enfermedades emergentes
pueden tener consecuencias importantes en la dinamica
de las poblaciones de los hospedadores (Anderson y May,
1979), y muchas veces conducen a las poblaciones a su
declive, o incluso a su extincion (Daszak et al., 2000). En
este contexto, es importante distinguir entre vigilancia, in-
feccion y enfermedad. Con el término vigilancia (‘survei-
llance’, en inglés) entendemos el estudio de la ocurrencia
de un patégeno y de sus efectos en las poblaciones de
los hospedadores en la naturaleza. Muchas veces, estos
estudios van destinados a determinar si se ha producido
su posible emergencia; es decir, si la distribucion geogra-
fica de un patdgeno se ha expandido, o si el numero de
especies a las que infecta se ha incrementado drastica-
mente (Daszak et al., 2000). Asi, las tareas de vigilancia
epidemioldgica incluyen la deteccion en el medio de uno
0 varios patégenos, pero también la deteccion de la in-
feccion en sus hospedadores e, incluso, la aparicion de
las enfermedades que producen. Por lo tanto, infeccién
no debe confundirse con enfermedad. Hablamos de en-
fermedad cuando el patégeno esté alterando la fisiologia
y disminuyendo la posibilidad de la supervivencia del hos-
pedador, mientras que infeccion es cuando el patdgeno
se encuentra vivo dentro del hospedador y se replica con
frecuencia (Morner et al., 2002). Por otro lado, las tareas de
seguimiento de las poblaciones de los hospedadores in-
cluyen la estimacion de abundancias de sus efectivos y, a
veces, el célculo de sus tamarios poblacionales, a lo largo
del tiempo para determinar asi sus tendencias demografi-
cas. Solo conociendo la relacién entre la ocurrencia de un
patdgeno en el medio y la infeccion o enfermedad que esta
produciendo en sus hospedadores podremos ademas,
evaluar el posible efecto del patégeno en las tendencias
poblacionales de sus hospedadores.

En el caso de los anfibios, los hongos quitridios del gé-
nero Batrachochytriumy los virus del género Ranavirus son
patdgenos emergentes que estan teniendo un impacto muy
relevante en la dindmica de centenares de especies de
todo el mundo en las Ultimas décadas (Skerratt et al., 2007,
Duffus et al., 2015). Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)

es originario del sureste asiatico (O’Hanlon et al., 2018),
desde donde se habria expandido, a partir de los inicios
del siglo pasado, a practicamente todo el mundo. Se trata
de un patégeno muy generalista capaz de infectar, al me-
nos, al 50% de las especies de anfibios estudiadas, y lle-
gando ya a mas de 1.000 especies afectadas de 86 paises
distintos (Castro-Monzon et al., 2020). Batrachochytrium
salamandrivorans (Bsal) es la otra especie conocida del
género; aunque capaz de infectar tanto anuros como uro-
delos, resulta altamente patogénica solo para estos ultimos.
Hasta el momento, Bsal se encuentra sélo introducida en
Europa Central y, en mucha menor medida, aunque pro-
vocando también mortalidad, en un area natural cercana a
Barcelona (Stegen et al., 2017, Martel et al., 2020, Bosch et
al., 2021a). De forma similar, las infecciones por Ranavirus
(Rv) se han multiplicado en las ultimas décadas en todo
el mundo, estando acompariadas de mortalidades masivas
y descensos poblacionales acusados (Green et al., 2002,
Price et al., 2017). Sin embargo, al contrario que para Bdy
Bsal, su distribucion general permanece aun desconocida
y, con seguridad, subestimada (Duffus et al., 2015).

Los efectos de ambos grupos de patdégenos sobre las
poblaciones de anfibios varian enormemente entre localida-
des y especies. Asi, Bd es tolerado por un nimero impor-
tante de especies y, en general, las zonas mas calientes del
globo sufren menor incidencia dada la inhibicion que provo-
ca las altas temperaturas sobre su crecimiento vy, a la vez,
la mayor respuesta del sistema inmunoldgico de los anfibios
a temperaturas mas elevadas (Rollins-Smith, 2020). Los re-
querimientos térmicos de Bsal son menores que los de Bd,
y su grado de patogenicidad es elevada para muchas espe-
cies de urodelos, por lo que su previsible futura expansion
es altamente preocupante (Martel et al., 2013, Van Rooij et
al., 2015). Por ultimo, la gran mayoria de especies de anfi-
bios son altamente sensibles a Rv, y la reciente subida de
temperaturas ha sido sefialada como una de las causas im-
plicadas en su emergencia (Price et al., 2019).

Mientras que existen ya muchos casos descritos de
mortalidades masivas asociadas a Bd, Bsal y Rv (p.ej.
Bosch et al., 2001, Price et al., 2014, Rosa et al., 2017, Mar-
tel et al., 2020), el numero de estudios sobre las tendencias
a largo plazo de las poblaciones afectadas es, sin embar-
go, aun muy reducido por razones operativas. De hecho,
aungue Bd ha sido sefialado como el causante del declive
de 500 especies de anfibios (Scheele et al., 2019), en rea-
lidad no existen datos cuantitativos que apoyen estas con-
clusiones (Lambert et al., 2020). Asi, dentro de los escasos
estudios existentes sobre el declive de anfibios por enfer-
medades emergentes, algunos describen impactos muy
importantes sélo para algunos taxones, otros describen de-
clives demograficos para una unica especie dentro de una
comunidad, y otros describen una respuesta heterogénea
en las distintas poblaciones estudiadas (p.ej. Bosch et al.,
2001, Lips et al., 2006, 2008; Vredenburg et al., 2010; Phi-
llips y Puschendorf, 2013). Estas inconsistencias sugieren
que los estudios de corta duracién no serian validos para
evaluar el impacto real de las enfermedades, y que sus
impactos podrian estar subestimados por la existencia de
efectos leves, inadvertidos o indirectos, cuya repercusion
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se extenderia mas alla de los eventos de mortalidad inicial
(p.ej. Clare et al.,, 2016; Scheele et al., 2017). Alternativa-
mente, otros estudios indican que algunas poblaciones de
anfibios que han experimentado declives por Bd podrian
estar recuperandose y que, por tanto, los efectos de la en-
fermedad podran estar sobrestimados (Knapp et al., 2016;
Scheele et al., 2017). En el caso de Bsal, por el contrario,
existen datos precisos del declive superior al 90% de Sala-
mandra salamandra en centroeuropa (Stegen et al., 2017).
Por ultimo, no existen datos generalizados de los efectos
de Rven las poblaciones de anfibios a largo plazo, aunque
ya se han constatado caidas bruscas de los efectivos po-
blacionales tras episodios de mortalidades masivas (p.€j.
Price et al.,, 2014; Rosa et al., 2017) y, puntualmente, serios
declives poblacionales (Bosch et al., 2021b).

Mientras que para los casos de Bd'y Bsal existe un am-
plio consenso sobre sus efectos negativos para muchas
especies y, por lo tanto, se han establecido programas de
alerta temprana y seguimiento especificos, para Rv no se
han desarrollado aun propuestas de gestion concretas. De
hecho, para muchos autores Rv sigue considerandose un
patégeno emergente ‘de segundo nivel’, con escasa rele-
vancia en el declive generalizado de los anfibios (Bosch
etal., 2021b).

Logicamente, el andlisis de las tendencias poblaciona-
les requiere datos cuantitativos de abundancia recogidos
de forma sistematica durante un periodo largo de tiempo.
Sin embargo, el caracter discreto de los anfibios, y sus fuer-
tes oscilaciones poblacionales dada su dependencia de
las condiciones ambientales, complican la estimacion de
sus abundancias y hacen necesario largos periodos de es-
tudio para conocer sus tendencias poblacionales. Ademas,
la escala temporal a la que la presencia del patdgeno, y la
emergencia de enfermedad, se manifiestan en las tenden-
cias poblacionales de los anfibios puede ser muy amplia
(p. ej. Bosch et al., 2018). Asi, si la incidencia del patdgeno,
y las correspondientes mortalidades masivas asociadas, se
concentran en las larvas y en los ejemplares recién meta-
morfoseados, los descensos significativos en la abundan-
cia de adultos tardaran varios afios en ser apreciados.

En aquellas regiones del mundo que son reconocidas
como las més impactadas por las enfermedades emergen-
tes de anfibios, como Australia y Centro América, se han
establecido programas de vigilancia y de seguimiento de
poblaciones durante las dos Ultimas décadas. Como resul-
tado, Scheele et al. (2017), por ejemplo, concluyeron que
la quitridiomicosis estaba implicada en el declive de 43
de las 238 especies australianas, aunque también encon-
traron enormes diferencias en las trayectorias de las es-
pecies en declive: mientras algunas especies mostraban
un declive continuado, otras parecian experimentar cierta
recuperacion. En Europa, por el contario, aun no se han
establecido programas de seguimiento especificos para
evaluar la incidencia de las enfermedades emergentes.
De hecho, los programas de seguimiento de anfibios euro-
peos no han conseguido, por ahora, reportar mortalidades
masivas asociadas a Bd, pese a que estas podrian estar
produciéndose, al menos, en aquellas especies mas sen-
sibles (p.ej. Harmos et al., 2021).

La cuenca mediterranea en general, y la Peninsula Ibé-
rica en particular, representan un punto caliente de diversi-
dad de anfibios, en parte debido a la larga historia reciente
de convivencia entre los ecosistemas naturales y las acti-
vidades humanas (Lépez-Lopez et al., 2011). De hecho, la
Europa mediterranea alberga mas del 88% de las 94 espe-
cies de anfibios europeos, de las que el 33% son endémi-
cas (Cox et al.,, 2006). En Espafia, y aunque se han repor-
tado distintos casos de mortalidades masivas asociadas a
enfermedades emergentes y algunos de ellos son objeto de
seguimiento desde hace afos, tampoco existen programas
especificos de incidencia de patégenos. Recientemente,
y para suplir estas carencias, la Asociacion Herpetoldgica
Espafiola ha puesto en marcha la iniciativa SOSanfibios.
org, cuyo objetivo es enriquecer el programa general de
seguimiento de poblaciones (SARE, https://siare.herpetolo-
gica.es/sare) con datos de infeccion de patégenos.

A continuacion, discutimos la importancia del disefio
de los programas de seguimiento de poblaciones de anfi-
bios en el contexto de las enfermedades emergentes. Asi,
y para la generalidad de las especies de anfibios ibéricos,
proponemos unas pautas para el monitoreo de poblacio-
nes antes de la emergencia de los patdbgenos, una vez que
esta se ha producido, y tras la aplicacion de actuaciones
de mitigacion de las enfermedades. Para ello, repasamos
las especies, los momentos del afio, los estadios de desa-
rrollo, los tipos de medios y las técnicas méas adecuadas
para la obtencion de datos relevantes sobre la presencia y
la incidencia de Bd, Bsaly Rv.

DISENO DE PROGRAMAS DE SEGUIMIENTO
EN EL CONTEXTO DE LAS ENFERMEDADES
EMERGENTES

Cualquier programa de seguimiento de poblaciones
de anfibios deberia, como minimo, ser capaz de detec-
tar posibles episodios de mortalidad masiva provocados
por enfermedades emergentes. Ademas, seria deseable
que cualquier programa de seguimiento fuese también
capaz de detectar los primeros indicios de incidencia de
enfermedad e, incluso, la mera presencia de patégenos
de anfibios, aun cuando estos no estén provocando en-
fermedad. Evidentemente, todo esto solo es posible si se
tiene en cuenta la dinamica de las distintas enfermedades
emergentes existentes.

Desgraciadamente, muchas veces la época del afio, la
etapa de desarrollo y los lugares de reproduccion mas fa-
vorables para la obtencién de datos de abundancia pobla-
cional no son los mas idéneos para la deteccién temprana
de los patdgenos o de su incidencia en las poblaciones. En
€S0S Ccasos, sera necesario realizar, por separado, mues-
treos especificos para patdgenos, y muestreos especificos
para estimar abundancias poblacionales. Por ejemplo,
si bien el conteo de puestas de bufénidos puede arrojar
datos validos para calcular tendencias poblacionales, no
sirve para detectar la presencia o incidencia de Bd/Bsal/
Rv. En otras ocasiones, como en el caso de las especies
del género Alytes, el muestreo de sus larvas es ideal para,
con poco esfuerzo, estimar tamafios poblacionales vy, a la
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vez, analizar la presencia e incidencia de todos los pato-
genos emergentes importantes, incluyendo Bsal (Stegen
etal.,, 2017).

Epoca del afio

La época del afio resulta especialmente relevante para
maximizar la probabilidad de detectar la presencia y, so-
bre todo, la incidencia de patdgenos emergentes. En el
caso de la quitridiomicosis por Bd, mientras que en zo-
nas tropicales la elevada humedad ambiental hace que los
hospedadores adultos presenten una incidencia elevada
(p.€j. Murray et al., 2010), en las zonas templadas, y en
la Peninsula Ibérica en concreto, la escasa humedad am-
biental hace que los ejemplares adultos presenten cargas
de infeccion menores durante la fase terrestre (p.ej. Daver-
sa et al.,, 2018). Por el contrario, las larvas suelen presen-
tar mayor infeccion, sobre todo al final de la metamorfosis
cuando la queratina ya esta presente en todo el cuerpo
y el sistema inmune deja de actuar para no interferir con
los cambios drésticos en la morfologia de los animales
(p-ej. Garner et al.,, 2009). Por lo tanto, las larvas no su-
fren, en general, mortalidad por Bd, y esta se concentra
en los ejemplares recién metamorfoseados. Sin embargo,
la inmensa mayorfa de los programas de seguimiento de
anfibios so6lo contemplan visitas durante el inicio de la es-
tacion reproductiva, cuando es mas sencillo contabilizar
los ejemplares adultos que se encuentran reproducién-
dose en las masas de agua. Por lo tanto, los programas
de seguimiento deberian incluir, al menos, una visita a las
poblaciones en el momento de la metamorfosis con objeto
de comprobar que no se estan produciendo episodios de
mortalidad masiva de metamérficos por Bd.

Por otro lado, y también para el caso de la quitridio-
micosis, los periodos frios son los mas favorables para el
desarrollo de la infeccion, dado que, aunque las temperatu-
ras de crecimiento optimo en cultivo en laboratorio para es-
tos patégenos son relativamente altas (hasta 18°C en Bd'y
15°C en Bsa; Piotrowski et al., 2004, Martel et al., 2013), las
bajas temperaturas ralentizan el sistema inmune de los an-
fibios y favorecen la infeccién por Bd (Rollins-Smith, 2020).
Asi, por ejemplo, en larvas de A. obstetricans existe una
relacion negativa altamente significativa entre temperatura
del agua y carga de infeccion por Bd (Fernandez-Beaskoe-
txea et al, 2015). Ademas, las cargas de infeccion eleva-
das en las larvas de los anuros pueden producir la pérdida
de denticulos del disco oral (Berger et al., 1998, Fellers et
al., 2001, Fisher et al., 2018), por lo que puede resultar un
indicio valido de incidencia de Bd. Sin embargo, en ningun
caso puede atribuirse, de inmediato, la pérdida de denti-
culos a la quitridiomicosis, dado que existen otros factores
posibles, como la contaminacién, que provocan también
este efecto (Navarro-Lozano et al., 2018).

Al contrario, la mayor incidencia de Rv se produce a
altas temperaturas, cuando el metabolismo de los ejem-
plares es mas elevado y el virus puede replicarse mas ra-
pido. Ademas, el aumento extraordinario de la temperatura
por el calentamiento global, supone una ventaja adicional
para el patdgeno dadas las peculiaridades de la dindamica

patdgeno-hospedador (Price et al., 2019). Por lo tanto, las
mortalidades masivas por ranavirosis suelen tener lugar
durante el verano (Price et al., 2019), por lo que el segui-
miento de poblaciones deberia incluir, ademas, una visita
durante el mes mas calido del afio.

Lugares de muestreo

Los habitats mas favorables para detectar la presencia
de Bd/Bsal/Rv son, en general, las zonas de montafia, bien
por sus bajas temperaturas que favorecen la infeccién por
Bd/Bsal, como por el alto grado de aislamiento genético de
sus poblaciones que hace aumentar su susceptibilidad a
los patégenos (Pearman y Garner, 2005). Dado que Bd no
presenta formas de resistencia a la sequedad, las masas de
agua temporales presentan menor incidencia (p.ej. Medina
etal., 2015), siendo mas indicado concentrar los seguimien-
tos en aguas permanentes. Por otro lado, las aguas Iénticas
favorecen la acumulacion de zoosporas y viriones que no
son arrastrados por la corriente (p.ej. Medina et al., 2015) y,
en general, los medios con altas concentraciones de larvas,
como las charcas de montafia que acumulan varias cohor-
tes de larvas invernantes, son medios altamente favorables
para el desarrollo de enfermedades infecciosas y deberian
ser objeto de monitoreo. Ademas, y especialmente para el
caso de Ry, los anfibios de zonas agricolas y ganaderas
pueden presentar elevadas incidencias relacionadas con
los altos niveles de estrés e inmunodepresion producidos
por concentraciones elevadas de pesticidas, fertilizantes y
antibidticos (Hua et al., 2017; Cusaac et al., 2021).

Por ultimo, conviene recordar que las especies intro-
ducidas son, muchas veces, vectores de transmision de
patdgenos a grandes distancias (p.ej. Weldon et al., 2004;
Fisher y Garner, 2007; Solis et al., 2010; Valenzuela-San-
chez et al., 2017; Martel et al., 2020). Por lo tanto, siempre
es necesario incluir medios altamente antropizados en los
programas de seguimiento de enfermedades emergentes,
como zonas de recreo habituales y areas en nucleos urba-
nos, pero también espacios protegidos con alto numero de
visitantes (p.ej. von Essen et al., 2020).

Especies y estadios de desarrollo

La eleccion de la especie, 0 especies, y las etapas
de desarrollo para detectar la presencia de patégenos y
estimar su incidencia, resulta extremadamente importante
dada la gran variabilidad que existe en su susceptibilidad.
Si el objetivo es sélo detectar lo antes posible la presen-
cia de patégenos en poblaciones sanas, légicamente
debemos centrarnos en las etapas de desarrollo y en las
especies con mayor probabilidad de resultar infectadas.
En la tabla 1 aparecen los géneros ibéricos, las etapas de
desarrollo, las épocas del afio y los habitats recomenda-
dos para detectar, con mayor probabilidad, la presencia
de Bd/Bsal/Rv. Todas las especies de la familia Alytidae
son especialmente sensibles a Bd, al igual que los géneros
Salamandra, Bufo'y Pelophylax, si bien, como indicamos
antes, en las especies fundamentalmente terrestres (Alytes
spp., Bufo spinosus'y Salamandra salamandra) los adultos
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Patégeno Género Estadio de desarrollo Epoca del afio Caracteristicas ambientales
Bd Alytes larvas invernantes meses frios elevada altitud, aguas permanentes y quietas
Bufo recién metamorfoseados final del verano elevada altitud
Discoglossus adultos primavera indiferente
Pelophylax adultos primavera elevada altitud, aguas permanentes y quietas
Salamandra larvas invernantes meses frios elevada altitud, aguas permanentes y quietas
Triturus adultos primavera elevada altitud, aguas permanentes y quietas
Bsal Chioglossa adultos primavera, otofio indiferente
Ichthyosaura adultos primavera, otofio indiferente
Pleurodeles adultos primavera, otofio indiferente
Lissotriton adultos primavera, otofio indiferente
Salamandra adultos primavera, otofio indiferente
Triturus adultos primavera, otofio indiferente
Ranavirus indiferente indiferente meses célidos poblaciones de montafa aisladas, areas
degradadas con abundante carga ganadera o
actividad agricola

Tabla 1. - Géneros, estadios de desarrollo, épocas del afio y caracteristicas ambientales mas indicadas para el seguimiento de la incidencia de enfermedades

emergentes en los anfibios Ibéricos.

raramente estan infectados, o presentan prevalencias ba-
jas (p.ej. Medina et al., 2015). De forma similar, las ranas
verdes suelen ser portadoras de Bd, aunque sus habitos
diurnos y la exposicion al sol hacen que no desarrollen la
enfermedad (Bosch et al., 2018). Por lo tanto, son las lar-
vas de las especies europeas mas susceptibles a Bd las
ideales para detectar su presencia, si bien, en el caso de
los anuros, y dado que la infeccién sélo se encuentra pre-
sente en el disco oral, si no es posible introducir la punta
de la torunda en la boca es necesario sacrificar al ejemplar
y analizar el disco oral completo, incluso mediante histolo-
gla. Por el contrario, las larvas de urodelo presentan que-
ratina en todo el cuerpo, facilitando la toma de muestras
para deteccioén de infeccion. En ambos casos, cuanto ma-
yor sea la etapa de desarrollo larvario, mayor probabilidad
de encontrar infeccién, siendo especialmente Utiles las lar-
vas invernantes, que concentran las cargas mas elevadas
(Medina et al., 2015; Fernandez-Beaskoetxea et al., 2016).
En el caso de Bsal, todas las especies son susceptibles de
presentar infeccion, aunque algunas de ellas, como Ca-
lotriton asper'y Lissotriton helveticus, presentan baja sus-
ceptibilidad y no son recomendables para programas de
alerta temprana. Hay que recordar que los anuros también
pueden ser susceptibles a la infeccion por Bsal, aunque
no desarrollen la enfermedad, y especialmente A. obstetri-
cans es un buen candidato para ser objeto de seguimien-
to de este patégeno. En el caso de Ry, cualquier especie
es susceptible de presentar infeccion, si bien Alytes es,
nuevamente, el género mas susceptible y, por tanto, mas
recomendado para el seguimiento de este patdgeno.

Por otro lado, y dado que Bd se haya ampliamente
distribuido en todo el mundo desde hace décadas (Fisher
et al., 2009; QOlson et al., 2013), en aquellas zonas donde
climatolégicamente puede desarrollarse faciimente debe
considerarse casi endémico (Fisher et al, 2009; Lips,
2016). Por lo tanto, si queremos entender la dinamica de
la infeccién y la probabilidad de que la enfermedad apa-
rezca en poblaciones sanas, los seguimientos a realizar en

dichas zonas deberian incluir, en la préctica, a todas las es-
pecies de la comunidad, y no solo a las especies mas sus-
ceptibles. De hecho, en comunidades de anfibios ricas, los
efectos de la quitridiomicosis a largo plazo seran, previsi-
blemente, complejos, y su dinamica dificil de entender. Por
ejemplo, Bosch y Rincén (2008) documentan la expansion
inicial de Bufo spinosus tras la casi completa desaparicion
de A. obstetricans en el macizo de Pefialara. Sin embar-
go, esa rapida expansion de B. spinosus fue seguida, afios
mas tarde, de su lento, pero inexorable declive (Bosch et
al. 2014; 2018), ilustrando cémo los estudios a corto plazo
y centrados solo en las especies mas sensibles no son sufi-
cientes para entender correctamente los efectos de las en-
fermedades emergentes en las comunidades de anfibios.

PROTOCOLOS DE BIOSEGURIDAD DURANTE
LAS LABORES DE SEGUIMIENTO

Conviene recordar, en primer lugar, que cualquier ac-
tividad de seguimiento de poblaciones de anfibios debe
realizarse bajo condiciones estrictas de bioseguridad, tan-
to en aquellas donde aun no se ha detectado la presencia
de patégenos, como en aquellas con presencia confirma-
da. En el primer caso es fundamental evitar la entrada de
patdgenos no presentes, mientras que en el segundo se
trata de evitar la dispersion de los ya presentes a otras
zonas libres de estos. En ambos casos, sin embargo, las
medidas de bioseguridad a aplicar son parecidas. Todo
el material que entre en contacto con el medio (botas de
campo, mangas de muestreo, recipientes para retener ani-
males, etc.) debe desinfectarse con lejia doméstica sin di-
luir o, preferentemente con soluciones comerciales desin-
fectantes como Virkon® (Phillott et al., 2010). La aplicacién
de estas sustancias debe realizarse antes y después del
muestreo y, preferentemente, en el laboratorio para evitar
que acaben en el medio natural, sumergiendo totalmen-
te el material en el liquido desinfectante durante el mayor
tiempo posible (y siempre superior a 5 minutos). Al con-
cluir los trabajos en un punto de muestreo, y sin abandonar
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éste, es muy importante eliminar primero la materia orgé-
nica de todo el material de muestreo (incluyendo las botas
de campo) mediante un cepillo de cerdas duras. Después,
se debe aplicar alguna de estas sustancias desinfectan-
tes mediante un pulverizador, y almacenar todo el material
en bolsas de pléstico cerradas hasta llegar al laboratorio,
donde debera ser sumergido completamente en liquido
desinfectante. El uso de recipientes no desechables para
retener a los animales esta desaconsejado y, obviamente,
todos los ejemplares deben manejarse con guantes des-
echables de nitrilo.

SEGUIMIENTO DE POBLACIONES SIN INCIDEN-
CIA CONOCIDA DE PATOGENOS EMERGENTES

Muestras de infeccion en ejemplares de anfibios

Para detectar la presencia de patégenos y, a la vez y
mucho mas relevante, para conocer su incidencia en los
anfibios, se pueden emplear técnicas histoldgicas o bien
técnicas moleculares (PCR). En el caso de la histologia, su
baja capacidad de deteccion durante las primeras etapas
de la infeccion, y la casi siempre necesidad de analizar
organos internos en el caso de Ry, desaconsejan su uso
para la mera deteccion de patdgenos, quedando reserva-
da normalmente para la confirmaciéon de un diagnéstico
previo mediante PCR. Por el contario, la histologia permite
la diferenciacién entre animales verdaderamente enfermos
y animales infectados o portadores, dado que las lesiones
cuténeas son determinantes de la enfermedad: alteracion
de la estructura epidérmica y dérmica (en el caso de Bd
y Bsal), y lesiones hepéticas, renales, gastricas, cutaneas
e incluso en médula 6sea en animales afectados por Rv
(Miller et al., 2015).

La alta sensibilidad de la PCR hace que esta sea la téc-
nica estrella para la deteccion de patégenos en anfibios,
sobre todo cuando la enfermedad aun no ha cursado y
no pueden observarse signos externos. Las muestras para
PCR suelen ser tejidos fijados en etanol en campo, y que
también pueden emplearse para su andlisis histoldgico
(fundamentalmente, falanges de ejemplares ya metamorfo-
seados, el extremo de la cola de larvas, o el extremo de la
cola de urodelos adultos), pero también torundas estériles
de algoddn. En el ultimo caso, la ventaja de no ocasionar
ningun dafo al animal, y no favorecer posibles infecciones
posteriores, es evidente. La toma de muestras en torunda
se realiza pasando el algododn por toda la superficie del
animal, aunque con especial incidencia en la zona ventral
y posterior del mismo, hasta completar, al menos, 25 barri-
dos extensos (Hyatt et al., 2007). Estos deben realizarse,
ademas, con firmeza para arrastrar las posibles zoosporas
y viriones presentes en la piel y, en el caso de las larvas
de anuro, la punta de la torunda debe también introducir-
se en el disco oral del ejemplar (lo que es posible, solo,
en las especies de mayor tamario). Inmediatamente tras
la toma de muestras, las torundas deben conservarse en
frio o congeladas y, cuando esto no sea posible, fijadas
afiadiendo 2-3 gotas de etanol al 70% o superior. Es im-
portante que los ejemplares a muestrear estén humedos,
pero sin un exceso de agua y, sobre todo, limpios de barro

o cualquier otra sustancia para evitar posibles inhibiciones
de la PCR. Posteriormente, la deteccion del posible ADN
de los patégenos, asi como su cuantificacion precisa, se
realiza mediante una PCR de punto final, o una gPCR (PCR
cuantitativa o también llamada en tiempo real). Para ello,
se emplean cebadores especificos del patégeno corres-
pondiente y, en el caso de la gPCR, una sonda Tagman
especifica del ADN diana marcada con fluorescencia. De
esta forma, el grado de especificidad es ain mas alto, re-
duciéndose la probabilidad de obtener falsos positivos.
Los protocolos de gPCR méas empleados para Bd, Bsal y
Rv son, respectivamente, los de Boyle et al. (2004), Blooi et
al. (2013) y Leung et al. (2017).

En el caso de la histologia se emplea la tincién general
de hematoxilina/eosina, si bien se pueden usar tinciones
especificas de hongos como la de Grocott-Gomori, o inclu-
so la de rojo Congo (Berger et al., 1999; Briggs y Burgin,
2004; Kriger et al., 2006). Estas tinciones permiten detectar
perfectamente todas las formas del ciclo vital de los hongos
quitridios en la piel de los animales afectados, y también los
cuerpos de inclusion viricos generados por Aven el interior
del citoplasma de las células hepaticas o de otros érganos
diana del virus. Existen tinciones inmunohistoquimicas es-
pecificas para Bsaly para Rv que permiten destacar, colo-
rimétricamente, estos agentes en un tejido afectado, si bien
Su uso es todavia experimental (Saucedo et al., 2016; Tho-
mas et al., 2017). Pueden realizarse también técnicas de
citologia mediante improntas cutaneas de animales vivos
afectados con cargas altas y mediante el uso de tinciones
citolégicas generales (Diff Quick) o especificas para hon-
gos, como el azul de lactofenol (Pessier, 2007).

El nimero de muestras necesario para detectar, con
un grado aceptable de fiabilidad, la presencia de Bd/Bsal/
Rv dependerd, evidentemente, del valor de prevalencia
existente en la poblacion estudiada. Asi, una prevalencia,
por ejemplo, del 10% en la especie y etapa de desarrollo
estudiada, implica que sera necesario tomar, al menos,
10 muestras para detectar la presencia del patégeno, y
siempre y cuando utilicemos técnicas de andlisis altamen-
te fiables, como la gPCR. Por lo tanto, resulta complicado
establecer, a priori, tamafos muestrales para zonas donde
no existan datos previos de infeccion, pero, en general, ta-
marfios muestrales inferiores a 20 estarian desaconsejados
dado que prevalencias de infeccion en torno al 5% son habi-
tuales. En cualquier caso, y dado nuestro alto grado de co-
nocimiento actual sobre la biologia de Bad/Bsal/Rv, y como
hemos sefialado antes, la eleccion correcta de las especies,
estadios de desarrollo, épocas del afio y habitats, reducira
enormemente el tamafio muestral necesario para detectar
su presencia y estudiar su incidencia (Gray et al., 2017).

Muestras de ADN ambiental

Para detectar la presencia de Bd, Bsal o Rv en las po-
blaciones de anfibios pueden emplearse ademas técnicas
de ADN ambiental (eDNA en sus siglas en inglés). Desde
2007 existen métodos probados en laboratorio y en campo
para Bd (p.ej. Walker et al., 2007), y mas recientemente
para Rv (Hall et al., 2015) y Bsal (Spitzen-van der Sluijs et
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al., 2020). En todos ellos el funcionamiento es similar. Se
trata de filtrar volimenes de agua razonables, bien sea con
jeringuillas o ayudados con bombas mecanicas, mediante
membranas de filtrado con un tamafio de poro suficiente-
mente pequefio para retener las zoosporas de Bd/Bsal o
los viriones de Rv (normalmente, 0,45 um y 0,2 um, res-
pectivamente). En la mayoria de los casos, y siempre que
se trate de un medio Iéntico con abundantes particulas en
suspension, es conveniente realizar primero un prefiltrado
para no saturar la membrana prematuramente. Una vez
realizado el filtrado, la membrana debe almacenarse con-
gelada, o bien conservada en un buffer especifico. Ya en
el laboratorio, la extraccion del ADN presente en la mem-
brana de filtrado se realiza, normalmente, mediante kits de
extraccion comerciales para muestras de suelo (p.ej. el kit
PowerSoil DNA Isolation Kit de Laboratorios MO Bio). Fi-
nalmente, con la extraccién obtenida se realiza una PCR
de punto final para detectar o, mejor ain, una gPCR para
cuantificar el ADN de los patégenos presentes. Evidente-
mente, todo el proceso debe realizarse bajo condiciones
muy estrictas para evitar la contaminacion cruzada. Todo
el proceso debe realizarse con guantes, y las membranas
de filtrado deben esterilizarse con radiacion de UV antes
de ser utilizadas en el campo y manejarse siempre con pin-
zas estériles. El portafiltro, las jeringuillas, los tubos del fil-
tro mecanico y cualquier recipiente o utensilio que entre en
contacto con el medio deben ser previamente tratados con
hipoclorito sédico (lejia doméstica), para destruir cualquier
resto de ADN presente, y enjuagados con agua destilada o
doblemente purificada de laboratorio, antes de usarse. Evi-
dentemente, todo el material debe volver a ser esterilizado
antes de ser usado en otra masa de agua, por lo que el
proceso puede resultar algo tedioso si el muestreo incluye
varias masas de agua en la misma jornada de campo. El
punto exacto para la toma de la muestra en cada masa de
agua debe elegirse con cuidado, dada la esperada varia-
bilidad ambiental en la abundancia de zoosporas y virio-
nes o, mejor aun, debe realizarse en multiples localizacio-
nes dentro de la masa de agua en funcién de su tamafio,
para obtener un valor medio. Si esto no es posible, la toma
de la muestra deberia realizarse en los microhébitats mas
frecuentados por los anfibios, o en la salida del agua de la
charca asumiendo que alli estamos recogiendo gran parte
del material existente en ella. En el caso de Ry, también es
posible extraer ADN de muestras de suelo, dado que los
viriones son altamente resistentes a la desecacion (Hall et
al., 2015), aunque en ese caso, y dado el limitado volumen
de muestra que es posible extraer con los kits comerciales,
la deteccion puede ser mas complicada.

La ventaja del uso de ADN ambiental para la deteccion
y cuantificacion de los patdgenos es evidente: ni siquiera
es necesaria la presencia de los anfibios para la toma de
muestras, por lo que es un método muy indicado cuando no
sea posible capturar a los animales (por ejemplo, durante el
dia, fuera de la época de reproduccion, etc.). Sin embargo,
esta ventaja es también su gran inconveniente: si la abun-
dancia de anfibios hospedadores es baja, la abundancia
de sus patégenos también serd baja, por lo que necesi-
taremos filtrar voliumenes grandes de agua para encontrar
zoosporas o viriones. Ademas, y fundamentalmente en el

caso de Bdy Bsal, la existencia de centenares de especies
de hongos quitridios en todo el mundo aumenta la posibi-
lidad de obtener falsos positivos para Bd o Bsal. Ademas,
este problema se agudiza si, como ocurre muchas veces,
el método de ADN ambiental se basa en la deteccion de re-
giones de ADN mas cortas de las empleadas con otro tipo
de muestras, para lidiar asi con la mayor fracturacion del
ADN ambiental. Igualmente arriesgado es el uso de SYBER
Green, en lugar de sondas Tagman especificas para los
patdgenos estudiados, dado que asi reducimos la especi-
ficidad del diagndstico y aumentamos la probabilidad de
obtencion de falsos positivos.

En cualquier caso, conviene recordar que la Organiza-
cién Internacional de Salud Animal (OIE, por sus siglas en
francés) considera obligatoria la declaracion de infeccion
por Ba/Bsal/Rv (p.ej. Schloegel et al., 2010) y, si no ha sido
previamente diagnosticada correctamente en una zona con-
creta son necesarios, al menos, dos métodos diagndésticos
distintos. Por lo tanto, la existencia de infeccién en una zona
geografica no puede establecerse unicamente mediante
PCR (incluso en muestras de tejido), y un andlisis histolégi-
co de tejido de anfibios infectados es totalmente necesario.

Registro de signos compatibles con quitridiomicosis y
ranavirosis

Mientras que la quitridiomicosis por Bd no produce le-
siones macroscopicas evidentes en la piel, tanto Bsal como
Rv producen signos claros en ejemplares enfermos. En el
caso de Bsal es posible observar pequefas Ulceras en la
piel, mientras que Rv puede producir Ulceras muchos mas
evidentes y necrosis en extremidades, 0jos, boca, etc. Evi-
dentemente, se deben tomar muestras para la deteccion
de infeccion de cualquier ejemplar con signos compatibles
con estas enfermedades y ser analizadas inmediatamente.

Muestras de infeccion en ejemplares encontrados muertos

Cualquier ejemplar encontrado muerto durante las labo-
res de seguimiento deberia ser recogido para su necropsia
posterior en laboratorio (Fig. 1). La necropsia debe reali-
zarse siguiendo protocolos establecidos para anfibios, de
un modo sistematico (revisando los sistemas corporales),
ordenado (siempre siguiendo un protocolo no improvisa-
do) y completo (no descuidando ningun 6rgano) (Pessier
y Pinkerton, 20083). Deberia incluir, al menos, la inspeccion
macroscopica de la piel en busca de lesiones compatibles
con la quitridiomicosis y la ranavirosis, y la de los 6rganos
internos antes especificados (basicamente higado vy rifién)
para esta Ultima. Posteriormente, deberia realizarse un ana-
lisis por PCR a partir de muestras de piel e higado, y com-
plementado con un andlisis histologico.

Las necropsias deben realizare también en los ejem-
plares encontrados muertos por causas evidentes como
atropellos, episodios de congelacion o sequia prematura,
depredacion, etc., ya que permiten la obtencion de mues-
tras valiosas de tejido (sobre todo interno) para detectar la
posible presencia desconocida de patdgenos sin ocasio-
nar dafos a ejemplares vivos.
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Fig. 1. - Necropsia de un ejemplar de Rana pyrenaica muerto por ranavi-
rosis. Se destaca la disposicién del aparato digestivo, y con la flecha se
indica el I6bulo izquierdo hepatico donde tomar muestras para la detec-
cion de Ranavirus.

SEGUIMIENTO DE POBLACIONES CON IN-
CIDENCIA CONOCIDA DE ENFERMEDADES
EMERGENTES

Las poblaciones con presencia confirmada de patége-
nos emergentes deberian ser objeto, cuanto antes, de se-
guimiento para conocer con precision los cambios en los
niveles de infeccion y los efectos de la enfermedad sobre
latendencia poblacional. En este caso, las medidas de bio-
seguridad durante los muestreos deben ser aun mas extre-
mas que en el caso anterior. Asi, por ejemplo, los guantes
deben cambiarse para manipular distintos ejemplares o,
alternativamente, rociarse con etanol absoluto antes de
manipular un nuevo ejemplar, pero asegurandose que el
etanol se ha evaporado completamente. Evidentemente, la
toma de muestras de infeccion resulta fundamental en este
caso, y deberia abarcar todas las especies y estadios de
desarrollo presentes, y no sélo aquellos mas susceptibles.
También los muestreos de ADN ambiental estan recomen-
dados en este caso para evaluar los cambios en los niveles
de infeccién en el medio, mas aun porque los niveles de
zoosporas y viriones seran elevados en este caso.

Ademas, y dado que previsiblemente los patégenos
emergentes provocaran cambios en las abundancias de
las especies, el célculo del tamario poblacional deberia ser

lo mas exacto posible. Idealmente, se deberian emplear
técnicas de marcaje y recaptura, aunque las estimaciones
visuales pueden ser suficientes para calcular las trayecto-
rias poblacionales con relativa precision.

Conteo de ejemplares enfermos y retirada de cadaveres

En este caso, todos los ejemplares con signos de en-
fermedad deben ser contabilizados, y se debe tomar una
muestra de infeccion suficiente de cada una de las espe-
cies y estadios de desarrollo implicados con objeto de cal-
cular su prevalencia de infeccion.

Todos los ejemplares encontrados muertos deben
ser contabilizados vy retirarse del medio con objeto de ser
analizados en laboratorio y, ademas, de reducir la carga
ambiental de infeccion y evitar futuros contagios de ejem-
plares sanos. El conteo vy la retirada de ejemplares muertos
deben realizarse, preferentemente, durante el dia, buscan-
do en un amplio margen de terreno alrededor de la masa
de agua y dentro de esta, pero también levantando piedras
y cualquier objeto presente en el medio. Evidentemente, los
cadaveres deben manipularse con extremo cuidado para
no dispersar los agentes patégenos, aunque estos estén
ya totalmente secos. Para ello, la mejor opcién es fijar los
mas frescos directamente en el campo, en etanol al 70% o
superior, y en formol al 4% para andlisis histolégicos de ca-
lidad una muestra mas pequefia de cada especie y estadio
de desarrollo. Los cadéaveres mas deteriorados (no aptos ni
para histologia ni para analisis de PCR) deben recogerse
en bolsas de plastico a las que se afadira Virkon o lejia,
cerradas con bridas de plastico en el campo, y destruidas
lo antes posible en dependencias especializadas mediante
incineracion.

ESTIMACION DE LA ABUNDANCIA Y CALCULO
DE TENDENCIAS POBLACIONALES

Como hemos indicando antes, ademéas de la obtencion
de datos de presencia y/o incidencia de patégenos, resulta
fundamental realizar estimaciones, lo méas precisas posi-
bles, de la abundancia de las poblaciones, antes incluso de
la llegada de un patdégeno emergente y, sobre todo, antes
de que se produzcan las primeras mortalidades masivas.
Evidentemente, sélo conociendo los valores de abundancia
antes de los brotes de enfermedad seremos capaces de
evaluar los efectos de la misma sobre las poblaciones.

Las técnicas de marcaje y recaptura, tanto de larvas
como de adultos, y tanto con marcajes no individuales (Fig.
2a) como con marcajes con microchip (Fig. 2b), son, sin
duda, las mas recomendadas para la obtencién de estima-
ciones de abundancia precisas en poblaciones de anfibios.
Sin embargo, en el contexto de las enfermedades emer-
gentes, es altamente recomendable evitar, en la media de
lo posible, la captura y el manejo de ejemplares con objeto
de reducir los riesgos de contagio. Asi, el programa de se-
guimiento de poblaciones de la Asociacion Herpetoldgica
Espanola (SARE) realizado por voluntarios, por ejemplo,
se basa en muestreos de encuentros visuales sin captu-
ra de ejemplares. Logicamente, los datos de abundancia

Munibe Monographs. Nature Series e 5 (2023) e 17-30

Donostia-San Sebastian e

ISSN 2340-0463 - elSSN 2340-3055



Vigilancia epidemiolégica y seguimiento poblacional de los anfibios ibéricos 25

dra salamandra (B).

obtenidos con este método son mucho menos precisos, y
siempre relativos a la especie y a la estacion de muestreo.
No obstante, esta metodologia es suficiente para estable-
cer tendencias y, en su caso, declives poblacionales (p.ej.
Bosch y Carabias, 2014).

Por ejemplo, el estudio a largo plazo de la comunidad
de anfibios del macizo de Pefalara, en el corazén del Par-
que Nacional de Guadarrama, tras el brote de quitridiomi-
cosis severo aportd datos interesantes basandose, sim-
plemente, en el conteo visual de puestas y larvas (Bosch
et al., 2018). Como puede apreciarse en la Fig. 3, las tra-

Hm
Tm

indice de abundancia
N w

-

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

ano

Fig. 3. - Indices de abundancia modelizados de 9 especies de anfibios en
el macizo de Pefialara durante un perfodo de 18 afios consecutivos tras
tres desde las primeras mortalidades registradas por Bd. En rojo apare-
cen las especies para las que se han detectado mortalidades masivas,
mientras que en gris se muestran las especies para las que nunca se han
encontrado ejemplares muertos. La linea de puntos indica el indice 0 de
ausencia de crecimiento/declive. Hm, Hyla molleri; Tm, Triturus marmora-
tus; la, Ichthyosaura alpestris; Pp, Pelophylax perezi; Ec, Epidalea calami-
ta; Bs, Bufo spinosus; Ss, Salamandra salamandra; Ri, Rana iberica; Ao,
Alytes obstetricans.

Fig. 2. - Marcaje no individual con elastémeros de colores de larvas de Alytes obstetricans (A) y marcaje individual con microchip de un ejemplar de Salaman-

yectorias poblacionales durante los 18 afios de estudio
de las especies sensibles a Bd'y que sufrieron, por tan-
to, mortalidades masivas, fueron claramente negativas,
mientras que el resto de las especies (a excepcion de
Rana iberica) mostraron tendencias positivas o neutras
durante el periodo de estudio (Bosch et al., 2018). En este
caso, todas las especies eran portadoras de Bd, pero la
enorme diferencia de susceptibilidad entre ellas pone de
manifiesto la necesidad de elegir la especie adecuada
si no se aborda el estudio completo de la comunidad.
Ademés, este estudio demostrd una correlacion negativa
estadisticamente significativa entre niveles de infeccion
y abundancia de larvas y puestas, asi como la existen-
cia de un esperado retraso entre ambas variables como
consecuencia de los periodos necesarios para alcanzar
la madurez sexual. Por Ultimo, este estudio demostré que
los efectos devastadores en las especies sensibles po-
drian ser permanentes y provocar, en soélo algunas déca-
das, su extincion local.

En el caso de la ranavirosis, un estudio de 14 afios, tam-
bién basado en conteos visuales, puso de manifiesto los
efectos severos y persistentes de Rv sobre las especies
mas sensibles (Bosch et al., 2021b). Los conteos visuales
incluyeron estadios adultos en algunas especies, como por
ejemplo S. salamandray varias especies de tritones, y cu-
brieron gran variedad de medios. Como puede apreciarse
en laFig. 4, las trayectorias de aquellas poblaciones donde
se registraron mortalidades asociadas a Rv fueron mayori-
tariamente negativas, mientras que el resto de las pobla-
ciones presentaron trayectorias planas o, incluso, positivas.
Este estudio demuestra el importante papel que Rv puede
desempefiar en los declives de anfibios, y la urgente ne-
cesidad de considerar a este patdbgeno como una de las
mayores amenazas para su conservacion.
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Fig. 4. - indices de abundancia modelizados para 24 poblaciones de an-
fibios del Parque Nacional de Picos de Europa durante un periodo de 14
afios comenzando tres afos después de que registrasemos las primeras
mortalidades por Rv. En rojo aparecen las poblaciones para las que se
han detectado mortalidades masivas, mientras que en gris se muestran
las poblaciones en las que nunca se han encontrado ejemplares muertos.
La linea de puntos indica el indice O de ausencia de crecimiento/declive.

Por el contario, los seguimientos de poblaciones afec-
tadas por enfermedades emergentes mediante el marcaje
individual con microchip proporcionan datos, no solo de
sus tendencias poblacionales, sino también de la dinami-
ca de infeccion de los patdégenos. Por ejemplo, en el caso
de Bufo spinosus, el marcaje de casi 2.000 ejemplares en
Guadarrama durante méas de 15 afios nos ha permitido, no
solo demostrar la tendencia negativa de las poblaciones
mas afectadas (Bosch et al. 2014), sino documentar los
cambios anuales que se dan en el estatus de infeccion de
los ejemplares adultos, o los momentos del afio cuando se
produce, probablemente, la pérdida y la ganancia de infec-
cion (Daversa et al., 2018).

Por ultimo, los estudios de genética de poblaciones
pueden resultar eficaces para analizar los efectos de las
enfermedades emergentes a largo plazo. Por ejemplo, Al-
bert et al. (2015) encontraron una importante reduccién de
la diversidad genética en la poblacion de A. obstetricans
del macizo de Pefialara como resultado del cuello de bo-
tella demogréafico experimentado por el brote severo de
quitridiomicosis. De esta forma, es posible inferir de forma
indirecta el efecto de las enfermedades a largo plazo, in-
cluso sin tener informacioén previa al brote de mortalidad.

SEGUIMIENTO DE POBLACIONES TRAS AC-
TUACIONES DE MITIGACION DE ENFERMEDA-
DES EMERGENTES

El seguimiento continuo de las poblaciones afectadas
por patbgenos emergentes no solo es necesario para eva-
luar la tendencia poblacional, sino también para recabar
datos valiosos para intentar mitigar los impactos de las en-
fermedades. Ademas, una vez que se ha puesto en marcha
algun intento de mitigacion, el seguimiento de la poblacion
es totalmente necesario para analizar el resultado de esta.
Por ejemplo, Fernandez-Loras et al. (2020) realizaron un in-
tento de eliminacion de Bd en un sistema de pilones de ga-

nado de la provincia de Teruel que alberga poblaciones de
A. obstetricans. Tras retirar las larvas infectadas de todos
los pilones experimentales, en algunos de ellos no se reali-
zaron medidas de control posteriores, en otros se impidio la
entrada de ejemplares adultos durante toda la estacion me-
diante su vallado y, finalmente, otro grupo de pilones fueron
completamente desecados. Todos los pilones experimen-
tales, y los del grupo control, fueron seguidos durante tres
afios tras las intervenciones, y se recogieron muestras de
infeccion cuando se encontraron nuevas larvas invernantes
en ellos. Como cabria esperar, la infeccion no desaparecio
del grupo control durante el periodo de seguimiento poste-
rior, ni tampoco lo hizo del grupo de pilones donde soélo se
retiraron las larvas infectadas, ni en los que ademas habfan
sido vallados. En el caso de los pilones que fueron dese-
cados completamente, la infeccién desaparecié durante
los dos afos posteriores a la intervencion, aunque volvié a
aparecer tres afos después. Por lo tanto, este experimen-
to demostrd que, incluso intervenciones severas del medio
acuatico en poblaciones de estructura simple, no serian
efectivas a largo plazo si no se aborda el habitat al comple-
to, incluyendo el medio terrestre circundante.

En otro experimento mas exitoso en la Sierra de Tra-
montana de Mallorca (Bosch et al., 2015) con A. muletensis,
procedimos al vaciado completo de todas las pozas exis-
tentes en dos torrentes infectados con Bd durante el perio-
do de mayor sequia. Como puede verse en la Fig. 5 para
el caso del Torrent des Ferrerets, la abundancia larvaria
habia caido a niveles insostenibles cuando decidimos rea-
lizar la intervencion severa, también considerando el riesgo
extremo de dispersion del patdgeno al vecino torrente que
alberga la inmensa mayoria de ejemplares de la especie.
Las larvas existentes y los adultos que pudieron ser captu-
rados de las inmediaciones de las pozas de los torrentes in-
tervenidos fueron trasladados al laboratorio y tratados con
fungicidas antes de ser liberados el afio siguiente en sus
localidades exactas de captura. Por Ultimo, las paredes de
las pozas, y sus alrededores que mantenian cierto grado
de humedad, fueron tratados con Virkon tras el vaciado con
objeto de eliminar cualquier vestigio de Bd. Como se apre-
cia en la figura, tras la intervencion la abundancia de larvas
comenz6 a recuperarse, mientras que desparecio la carga
de infeccion. El seguimiento de esta actuacion continda
ocho afios después de la intervencion hasta la actualidad,
sin que se haya vuelto a registrar infeccion nuevamente.

CONCLUSIONES

Los programas de vigilancia epidemiologica en pobla-
ciones de anfibios son esenciales dado el importante papel
de los patdgenos emergentes en el declive de este grupo
animal. Estos programas, destinados al estudio de la ocu-
rrencia de los patdégenos y la deteccién de enfermedad y
mortalidad, deben ir de la mano de programas de segui-
miento de poblaciones para poder establecer los efectos
de las enfermedades sobre las tendencias poblacionales
de los anfibios. Por desgracia, ambos tipos de programas
tienen requerimientos especificos distintos, y no siempre
es posible obtener datos epidemioldgicos y estimaciones
de abundancia durante las mismas jornadas de trabajo de
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Fig. 5. - NUmero de larvas de Alytes muletensis contabilizadas en el To-

rrent des Ferrerets antes y después de la erradicacion de Bd realizada en
2012 (Bosch et al., 2015).

campo. El avance en el conocimiento de la dinamica de
las enfermedades de anfibios realizado en las Ultimas dos
décadas permite acotar, hasta cierto punto, los trabajos
de los programas de vigilancia, e intentar compatibilizarlos
con las tareas de seguimiento de poblaciones. Lamentable-
mente, el elevado coste econémico del analisis de mues-
tras de infeccion mediante métodos moleculares (no inferior
a 5-10 € por muestra), o el elevado tiempo de andlisis que
requieren las técnicas histolégicas, complican enormemen-
te la obtencion de datos epidemioldgicos.
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RESUMEN

Las metodologias de ADN ambiental o eDNA permiten la deteccién del ADN presente en el ambiente y posibilitan la identificacion y
clasificacion de las especies presentes en el medio sin necesidad de avistarlas ni capturarlas. De esta forma, permiten trabajar con especies
poco abundantes, esquivas y/o en peligro de extincién de una manera eficaz, segura y no invasiva. Por ello, se muestran como una opcién
muy prometedora para el estudio y monitoreo de las comunidades de anfibios, ya que la probabilidad de deteccién de algunas especies
mediante métodos tradicionales de muestreo puede ser baja y varia dependiendo de las condiciones ambientales. Sin embargo, la técnica
aun plantea varios retos, siendo esencial optimizar los procedimientos y ajustarlos a cada tipo de estudio y objetivos perseguidos. Aqui, se
presentan los resultados preliminares de la puesta a punto de una metodologia metabarcoding basada en el analisis de eDNA para monito-
rizar las comunidades de anfibios en la Comunidad Auténoma del Pais Vasco (CAPV). El protocolo de muestreo disefiado y la metodologia
metabarcoding propuesta, basada en una regién del gen 12S mitocondrial, se ha empleado en 60 masas de agua de Alava y dos de Navarra.
El locus seleccionado ha mostrado ser adecuado para distinguir las especies de anfibios presentes en el area de estudio. Ademas, se han
obtenido resultados para 38 humedales, mostrando que la metodologia tiene potencial para la deteccion de anfibios y permitiendo identificar
los procedimientos a mejorar para optimizar la metodologia. Se demuestra, por tanto, que los estudios de eDNA son una metodologia prome-
tedora para la monitorizacion de las comunidades de anfibios.

PALABRAS CLAVE: 12S, anfibios, eDNA, metabarcoding, Vitoria-Gasteiz.

ABSTRACT

Environmental DNA or eDNA methodologies allow the detection of DNA present in the environment and enable the identification and
classification of the species present in the environment without the need to sight or capture them. In this way, they allow working with scar-
ce, elusive and/or endangered species in an effective, safe and non-invasive way. Therefore, they could be a very promising option for the
study and monitoring of amphibian communities, since their detection probability for some species by traditional sampling methods is often
low and varies depending on environmental conditions. However, the technique still poses several challenges, and it is essential to optimize
procedures and adjust them to each type of study and the objectives pursued. Here the preliminary results of the fine-tuning of a metabarco-
ding methodology based on eDNA analysis to monitor amphibian communities in the Basque Country are presented. The sampling protocol
designed and the proposed metabarcoding methodology, based on a region of the mitochondrial 12S gene, has been used in 60 ponds of
Araba and in two of Nafarroa. The selected locus has been shown to be suitable for distinguishing amphibian species from the study area. In
addition, results have been obtained for 38 ponds, showing that the methodology is has potential for amphibian detection and allowing the
identification of the procedures to be improved in order to optimize the methodology. It is therefore demonstrated that eDNA studies are a
promising methodology for monitoring amphibian communities.

KEY WORDS: 12S, amphibians, eDNA, metabarcoding, Vitoria-Gasteiz.
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LABURPENA

Ingurumen DNA edo eDNA metodologiei esker, ingurunean dagoen DNA detekta daiteke, eta bertan dauden espezieak identifikatu eta
sailkatu daitezke, ikusi edo harrapatzeko beharrik gabe. Horrela, aukera ematen dute espezie ez 0so ugari, iheskor eta/edo galzorian dau-
denekin modu eraginkor, seguru eta ez inbaditzailean lan egiteko. Izan ere, espezie batzuetan ohiko laginketa-metodoen bidez hautemateko
probabilitatea txikia izaten da eta ingurumen-baldintzen araberakoa. Horregatik, oso aukera egokia da anfibioen komunitateak aztertzeko eta
monitorizatzeko; hainbat erronka izan arren. Hori dela eta, prozedurak optimizatu eta helburu bakoitzari egokitzea beharrezkoa da. Hemen
aurkezten dira Euskal Autonomi Erkidegoko (EAEko) anfibio-komunitateak monitorizatzeko eDNAren analisian oinarritutako metabarcoding
metodologia baten doikuntzaren emaitzak. Diseinatutako laginketa-protokoloa eta proposatutako metabarcoding-metodologia, 12S gene mi-
tokondrialaren eskualde batean oinarritua, Arabako 60 ur-masatan eta Nafarroako bitan erabili dira. Hautatutako locusak azterketa eremuko
anfibio espezieak bereizteko egokia dela erakutsi du. Gainera, 38 ur-maseterako emaitzak lortu dira, anfibioak detektatzeko metodologia
eraginkorra izan daitekeela baieztatuz, eta metodologia optimizatzeko hobetu beharreko prozedurak identifikatzeko aukera emanez. Beraz,
eDNA azterketak anfibioen komunitateak monitorizatzeko etorkizun handiko metodologia direla frogatzen da.

GAKO-HITZAK: 12S, anfibioak, eDNA, metabarcoding, Vitoria-Gasteiz.

INTRODUCCION

El ADN ambiental o eDNA (del inglés: environmental
DNA) se refiere al material genético presente en muestras
ambientales como sedimento, agua, aire y excrementos,
incluyendo células enteras, ADN extracelular e incluso or-
ganismos enteros (Ficetola et al., 2008; Barnes y Turner,
2015; Taberlet et al., 2018). Recientes avances en las téc-
nicas moleculares han proporcionado nuevas herramien-
tas que permiten capturar, extraer, amplificar y secuenciar
el eDNA, de forma que con la informacion obtenida es
posible detectar y clasificar las especies presentes en el
medio de donde se ha extraido la muestra. Asi, a pesar
de ser un método de prospeccion relativamente nuevo, el
eDNA ya ha demostrado tener un enorme potencial para el
monitoreo bioldgico, pudiéndose emplear como base para
una amplia gama de estudios como inventarios taxondmi-
cos (Ficetola et al., 2008; Olds et al., 2016; Fraija-Fernan-
dez et al., 2020; Cornman et al, 2021), evaluaciones de
distribucion de las especies (Fraija-Fernandez et al., 2020),
estudios de dieta (Deagle et al, 2009, Albaina et al. 2016;
Jakubaviciate et al., 2017) o para monitorizaciéon de espe-
cies (Thomsen et al, 2012; Bohmann et al, 2014; Biggs et
al, 2014; Thomsen y Willersley, 2015; Valentini et al, 2016)
entre otras muchas aplicaciones.

Se distinguen dos métodos principales de eDNA en fun-
cion de si se identifica una o varias especies simultanea-
mente. El eDNA barcoding (o single-species eDNA) tiene
un enfoque especifico en el que el objetivo es la identifica-
cion de una Unica especie. En cambio, el eDNA metabar-
coding tiene un enfoque multiespecifico donde se identifica
un conjunto de especies mediante la secuenciacion masiva
de un fragmento o fragmentos concretos de ADN (barco-
des) para todos los organismos de un determinado grupo
taxonémico dentro de una muestra (de aqui en adelante
metabarcoding). Asi, este enfoque puede ser de muy am-
plio espectro o mas especifico; es decir, puede realizarse
la identificacion de especies pertenecientes a categorias
taxondmicas mas o menos inclusivas. En cambio, tiene un
enfoque multiespecifico mediante la secuenciacién masiva
de un fragmento o fragmentos concretos de ADN (barco-
des), por la que se identifica un conjunto de especies.

El uso de eDNA ofrece la ventaja de ser no invasivo
y, ademas, reduce el riesgo de dispersion secundaria e

involuntaria de enfermedades y especies invasoras. Otra
ventaja de estos métodos es que la recogida de muestras
necesarias para el analisis suele ser técnicamente mas
sencilla y rapida que la recogida de datos bidticos tradi-
cionales (Ficetola et al., 2008; Thomsen et al., 2012), lo
cual permite que los muestreos puedan llevarse a cabo
por personas no profesionales (Biggs et al., 2014). Ade-
mas, se ha demostrado que bajo determinadas circunstan-
cias los métodos de eDNA tienen una mayor capacidad de
deteccion y rentabilidad en comparacion con los métodos
tradicionales de muestreo (por ejemplo, Dejean et al. 2012;
Biggs et al., 2014). Estas caracteristicas suponen que me-
diante estas técnicas se pueda trabajar con especies poco
abundantes, esquivas y/o en peligro de extincion con una
mayor eficacia (Bohmann et al., 2014) y, como se evita la
manipulacion de los ejemplares, de forma mas segura.

Sin embargo, los métodos de eDNA se encuentran
todavia en desarrollo y la metodologia aun plantea varios
retos. Cada paso de la metodologia requiere considera-
ciones criticas antes de su aplicacion y tiene numerosas
variables que pueden influir en el resultado. Las concen-
traciones altamente variables de eDNA y su potencial he-
terogeneidad a través del medio hacen que sea necesario
el desarrollo de una estrategia de muestreo adecuada que
permita aumentar al maximo posible la captacién de ADN
del objeto de estudio (Carew et al., 2013; Goldberg et al.,
2016; Deiner et al., 2017). El método de extraccion de ADN
empleado también puede afectar a los resultados (Deiner
etal., 2015; Hinlo et al., 2017), asi como el marcador mole-
cular (o barcode) seleccionado y el rendimiento de la PCR
(del inglés Polymerase Chain Reaction) (Thomsen et al.,
2012; Miya et al., 2015; Deiner et al.,, 2015; Bylemans et
al., 2018). Ademas, es imprescindible disponer de bases
de datos de secuencias de referencia completas de cada
uno de los barcodes seleccionados para poder identificar
las secuencias obtenidas (Schenekar et al., 2020). Por tan-
to, resulta esencial para cada nueva aplicacion optimizar
los procedimientos, idealmente con un estudio piloto, para
asegurar que el disefio es apropiado para detectar el taxén
o los taxones en estudio.

El grupo de los anfibios es uno de los taxones mas
amenazados a nivel mundial y ha experimentado un gran
declive global en sus poblaciones. Los métodos conven-
cionales para el muestreo de anfibios incluyen la deteccién
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visual, la escucha de cantos y la captura de individuos.
Estas técnicas convencionales requieren visitar el area de
estudio multiples veces para evitar factores que pueden
condicionar la deteccion, tales como las condiciones am-
bientales locales (Tanadini y Schmidt, 2011) y los habitos
discretos de algunas especies de anfibios (Booker, 2016).
A todo esto, debemos afiadir que el DNA ambiental permi-
te discriminar entre la ausencia y presencia de especies
en muestras de agua, incluso en densidades pequefias de
individuos (Ficetola et al., 2008), y que la marca molecular
de las especies puede perdurar en el medio. Se conocen
casos de secuencias de DNA de animales y plantas que
han durado hasta 300.000 afios en sedimentos antiguos
de permafrost (Hofreiter et al., 2003). Por todo ello, el uso
de técnicas de eDNA puede ser especialmente benefi-
cioso para el estudio y monitorizacion de anfibios, espe-
cialmente en aquellas especies que, debido a su rareza y
comportamiento, son dificiles de detectar mediante técni-
cas convencionales.

Han sido muchos los estudios de eDNA enfocados en
la deteccién de anfibios que han mostrado que se trata de
una metodologia adecuada para el grupo (Booker et al.,
2016; Pilliod et al., 2014; Tanadini y Schmidt, 2011). Sin
embargo, en funcion de las especies objetivo y la tipologia
de masas de agua a muestrear, la aplicaciéon de esta me-
todologia para el grupo requiere de una minuciosa puesta
a punto optimizada para objetivos especificos. Asi, el ob-
jetivo de este estudio es llevar a cabo la puesta a punto de
una metodologia metabarcoding basada en el analisis de
eDNA recogido en muestras de agua para monitorizar las
comunidades de anfibios en humedales de distinta tipo-
logia de la Comunidad Auténoma del Pais Vasco (CAPV).
Aqui se presentan los resultados preliminares del procedi-
miento disefiado, protocolo que se espera sirva de ayuda
en la conservacion y gestion de este grupo taxonémico.

MATERIALES Y METODOS
Base de datos de referencia del locus seleccionado

Cuando se pone en marcha cualquier estudio de
eDNA, es muy importante contar con una base de datos re-
presentativa del barcode elegido para las especies objeto
del estudio, con el fin de: (i) determinar si el marcador se-
leccionado es suficientemente polimoérfico para distinguir
las diferentes especies y (ii) tener una base de datos de
referencia sobre la que comparar las secuencias de ADN
obtenidas en las muestras analizadas. Para este proyecto
se ha seleccionado un fragmento de 48-55 pb del gen mi-
tocondrial 125, utilizado previamente con éxito en el segui-
miento de anfibios (Valentini et al., 2016). Para construir la
base de datos de referencia se obtuvo de la bibliografia,
en primer lugar, la matriz de secuencias obtenidas por Va-
lentini et al. (2016) para este fragmento en concreto. Con
el fin de lograr una mayor resolucién taxonémica, también
se analizaron para este marcador molecular 56 muestras
de tejido de 16 especies de anfibios de la peninsula ibé-
rica, provenientes de las colecciones del Instituto Alavés
de la Naturaleza (IAN), la Sociedad de Ciencias Aranzadi
(SCA), el Museo Nacional de Ciencias Naturales (MNCN)

y el Departamento de Zoologia y Biologia Celular Animal
de la Universidad del Pais Vasco (Tabla 1). La extraccion
de ADN de los tejidos se realizd mediante el kit comer-
cial DNeasy Tissue de Qiagen®. Después, se utilizaron los
primers 12SAL [5-AAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3’
(Palumbi et al., 1991)] y 16SR3 [5-TTTCATCTTTCCCTT-
GCGGTAC-3’ (Vences et al., 2003)] para amplificar un
fragmento de 655-986 pb que contenia el fragmento de
la region 12S seleccionada. Tras la amplificacion, la se-
cuenciacion de los productos de la PCR fue realizada por
Macrogen (Madrid). La edicion de las secuencias se rea-
lizd con el programa Geneious 5.1.7 (Kearse et al., 2012).
Para aquellas especies citadas en el area de estudio no re-
presentadas en la base de datos de Valentini et al. (2016)
y de las que no se pudo obtener ninguna secuencia util
de las muestras de tejido, se realizd una busqueda de se-
cuencias del marcador molecular seleccionado en la base
de datos publica GenBank, y las secuencias encontradas
fueron afiadidas a la matriz de referencia.

Protocolo de muestreo de las muestras ambientales

En los sistemas lénticos, el eDNA muestra una distribu-
cion parcheada (Ross, 2013). Esto se debe tanto a una pre-
sencia desigual de cada especie en el medio como a que la
dispersion del eDNA se ve limitada horizontalmente por ba-
rreras fisicas y verticalmente por una estratificacion quimica
de la columna de agua (Murakami et al., 2019). Asi pues, a
la hora de disefiar la estrategia de recogida de las muestras
ambientales en masas de agua Iénticas es necesario tener
en cuenta estas caracteristicas, para lograr que las mues-
tras sean representativas de la comunidad de organismos
que habitan en ellas y que son el objeto de estudio.

En este proyecto, las masas de agua se categorizaron
en cuatro tipos en funcion del tamafio (diametro): Tipo 1
< 20 m, Tipo 2 entre 20-50 m, Tipo 3 entre 50-80 my Tipo
4 > 80 m (Figura 1), recogiendo 1, 2, 3y 4 submuestras,
respectivamente. Cada submuestra consistio en 250 ml
de agua, recogidos mediante varias muestras de menor
volumen tomadas en distintos puntos, hasta alcanzar el
volumen final. De esta forma, la periferia de la masa de
agua guedaba muestreada en su totalidad. Para evitar po-
sibles contaminaciones (que representan uno de los fac-
tores criticos en los trabajos con eDNA), se empled un kit
de recogida individualizado disefiado en este trabajo para
la recoleccion de cada una de las submuestras y se des-
contamind cualquier material (pinzas y botas) que hubiera
entrado en contacto con el agua, con lejia diluida al 50%
entre masas de agua. Cada uno de los kits de recoleccion
se contenia dentro de una bolsa zip hermética y consta-
ba de: (1) un bote de plastico auto-clavado de 250 ml, (2)
un bote de plastico auto-clavado de 50 ml, (3) un par de
guantes de latex sin polvo, (4) una ficha de campo dentro
de una bolsa zip y (5) papel de secado.

Una vez recogidas las muestras de agua, éstas se de-
positaron en la nevera de campo para conservarlas en frio
hasta realizar el filtrado, el cual se hizo dentro de las 24 ho-
ras siguientes a su recoleccion. El filtrado se llevd a cabo
usando los filtros desechables Nalgene™ con membrana
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Especie Cadigo Localidad Provincia Coleccion Secuencia
S. salamandra Ssal-01 PN Valderejo Araba SCA -
Ssal-02 Lekunberri Nafarroa SCA Si
Ssal-03 Artikutza (Goizueta) Nafarroa SCA Si
Ssal-04 Encharcamientos Unguino Araba IAN Si
L. helveticus Lhel-01 Oiartzun Gipuzkoa SCA Si
Lhel-02 Badostain Nafarroa SCA Si
Lhel-03 Altube Araba IAN Si
T. marmoratus Tmar-01 PN Valderejo Araba SCA -
Tmar-02 Sierra Andia Nafarroa SCA Si
Tmar-03 Arguedas Nafarroa SCA Si
Tmar-04 -- Araba IAN Si
I. alpestris lalp-01 Sierra Andfa Nafarroa SCA -
lalp-02 Sierra Salvada Araba SCA -
lalp-03 Encharcamientos Unguino Araba IAN -
D. galganoi Dgal-01 Fontecha Araba MNCN -
Dgal-02 Fontecha Araba SCA -
Dgal-03 Pechén Cantabria MNCN -
Dgal-04 Fuentes de Valdepero Palencia MNCN -
Dgal-05 Puentelarra Araba EHU -
Dgal-06 Puentelarra Araba EHU -
Dgal-07 Puentelarra Araba EHU -
A. obstetricans Aobs-01 Pamplona Nafarroa SCA Si
Aobs-02 - Araba IAN -
Aobs-03 Heredia Araba IAN -
P. punctatus Ppun-01 Sierra Sélvada Araba SCA Si
Ppun-02 Herramélluri La Rioja SCA Si
P. cultripes Pcul-01 Lacorzana Araba SCA Si
Pcul-02 Sesma Nafarroa SCA Si
E. calamita Ecal-01 Lapuebla de Labarca Araba SCA Si
Ecal-02 Fustifiana Nafarroa SCA Si
Ecal-03 Herramélluri La Rioja SCA Si
Ecal-04 Buruaga Araba IAN Si
Ecal-05 Txingudi Gipuzkoa EHU -
Ecal-06 Txingudi Gipuzkoa EHU Si
B. spinosus Bspi-01 Oiartzun Gipuzkoa SCA Si
Bspi-02 Irdn Gipuzkoa SCA Si
Bspi-03 Ordofana Araba IAN Si
Bspi-04 Luzuriaga Araba IAN Si
Bspi-05 Irdn Gipuzkoa EHU Si
Bspi-06 Irdn Gipuzkoa EHU Si
H. molleri Hmol-01 Valganon La Rioja SCA Si
Hmol-02 PN Valderejo Araba SCA Si
Hmol-03 Sierra Loquiz Nafarroa SCA -
R. temporaria Rtem-01 Lekunberri Nafarroa SCA Si
Rtem-02 Lizaso Nafarroa SCA Si
Rtem-03 Orio Gipuzkoa SCA Si
Rtem-04 Lizaso Nafarroa EHU Si
R. dalmatina Rdal-01 Amurrio Araba SCA Si
Rdal-02 Gorbea Araba SCA Si
Rdal-03 Berberana Burgos SCA -
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Especie Codigo Localidad Provincia Coleccion Secuencia
P. perezi Pper-01 Pamplona Nafarroa SCA -
Pper-02 Bikufia Araba IAN -
R. iberica Ribe-01 Monsagro Salamanca EHU Si
Ribe-02 Monsagro Salamanca EHU Si
R. pyrenaica Rpyr-01 -- Aragon EHU Si
Rpyr-02 - Aragon EHU Si

Tabla 1. - Muestras de tejido de anfibios de la peninsula ibérica agrupadas por especies empleadas para la construccion de la base de datos de secuencias
de ADN del locus 12S seleccionado para este estudio, indicando el éxito de secuenciacion.
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Fig. 1. - Tipos de masas de agua en funcién del tamafio (didmetro) y submuestras recogidas en cada categoria.

de nitrato de celulosa, con poros de 0,45 um de diametro
y utilizando una bomba de vacio eléctrica. Tras desechar
el agua filtrada, los filtros de celulosa se retiraron utilizando
pinzas esterilizadas al fuego y se guardaron individualiza-
dos en botes de 5 ml que se conservaron congeladas a -80
°C hasta la posterior extraccion del ADN.

Para algunas de las masas de agua se recogieron tam-
bién muestras de sedimento, con el objetivo de comparar
los resultados obtenidos mediante ambos tipos de mues-
tra y determinar la adecuacion de cada uno a los distintos
objetivos del estudio. En este caso, las submuestras se re-
cogieron raspando el sedimento en distintos puntos hasta
llenar tubos Eppendorf® de 2 ml que se conservaron en
frio durante la jornada de campo. Posteriormente se con-
gelaron a -80 °C hasta realizar la extraccion de ADN.

En total se muestrearon 60 masas de agua de los mu-
nicipios de Vitoria-Gasteiz, Valdegovia/Gaubea, Lantaron
y Bernedo de la provincia de Alava, resultando en 114
muestras de agua y 15 muestras de sedimento (Tabla 2).
Adicionalmente se incluyeron dos masas de agua de la
provincia de Navarra, afiadiendo un total de 3 muestras de
agua mas. La recoleccion de las muestras se llevo a cabo
por personal del Centro de Estudios Ambientales (CEA),
del IAN y de la SCA.

Extraccion de ADN de las muestras ambientales de
agua y sedimento

La extraccion de ADN de las muestras ambientales se
realizé en una estancia con flujo laminar de aire, tratamiento

ultravioleta (UV) y libre de ADN procedente de especies
animales no humanas, con el fin de evitar cualquier fuen-
te de contaminacion externa. La extraccion de las mues-
tras de agua se efectué mediante el kit comercial DNeasy
PowerWater de Qiagen®, y las muestras de sedimento se
extrajeron con el kit comercial Dneasy PowerSoil de Qia-
gen®, en ambos casos siguiendo las especificaciones del
fabricante. Ademas, para poder comparar los resultados
en funcién del método de extraccion empleado, dos de las
muestras de sedimento también se extrajeron con el kit co-
mercial NucleoSpin® Soil DNA Isolation de Machery-Nagel.

Metabarcoding de las muestras ambientales de agua y
sedimento

El metabarcoding de las muestras ambientales, se lle-
vé a cabo atendiendo a las masas de agua y no a las di-
ferentes submuestras recogidas en cada una de ellas. Por
tanto, en primer lugar, para cada masa de agua se mezclé
el ADN extraido de cada una de las submuestras (poolple-
xing), manteniendo independientes las muestras de agua
de las de sedimento, lo cual resultd en 68 muestras (61
de agua y 7 de sedimento). A pesar de decantarnos por
realizar un poolplexing de cada una de las masas de agua,
también se incluyeron para algunas de las charcas sus
distintas submuestras por separado, de forma que se pu-
diera comparar los resultados de ambos procedimientos.
Asi, finalmente se disefiaron dos experimentos (runs) de
secuenciacion masiva con diferente nimero de muestras,
62 en el primero y 49 en el segundo, obteniendo distinto
numero de secuencias de ADN promedio (cobertura de
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# Masa de agua Cadigo | Municipio Provincia :::;h; r:g HUSO X Y Sug::;z:as cslgl;?c:]i‘:et;atts)
1 | Puerto Vitoria | Vit Vitoria-Gasteiz Araba 23/05/2019 30T 526183 | 4736439 2 -
2 | Puerto Vitoria 3 Vi3 Vitoria-Gasteiz Araba 23/05/2019 30T 526293 | 4736491 3 -
3 | Balsa de Olarizu Ola Vitoria-Gasteiz Araba 23/05/2019 30T 527021 | 4741442 3 -
4 | Laguna del Jardin Jar Vitoria-Gasteiz Araba 23/05/2019 30T 527356 | 4742059 4 -
Botéanico
5 | Balsa de Larregana Lar Vitoria-Gasteiz Araba 30/05/2019 30T 529664 | 4745606 3 2
- Salburua
6 | Balsa de Arkaute Ark Vitoria-Gasteiz Araba 30/05/2019 30T 529952 | 4745243 4 -
7 | Laguna Parque Za2 Vitoria-Gasteiz Araba 03/06/2019 30T 522993 | 4744147 -
Zabalgana 2
8 | Parque Zabalgana | Zal Vitoria-Gasteiz Araba 03/06/2019 30T 523067 | 4744030 4 -
9 | Balsa de Betofio Bet Vitoria-Gasteiz Araba 04/06/2019 30T 528684 | 4745229 4 3
10 | Balsa de Duranzarra Dur Vitoria-Gasteiz Araba 04/06/2019 30T 529152 | 4745139 4 2
11 | Ataria W AtW Vitoria-Gasteiz Araba 04/06/2019 30T 529190 | 4745269 1 -
12 | Ataria E AtE Vitoria-Gasteiz Araba 04/06/2019 30T 529316 | 4745290 2 -
13 | Balsa Orgaz Org Vitoria-Gasteiz Araba 10/06/2019 30T 523366 | 4739188 2 -
14 | Armentia 2 Ar2 Vitoria-Gasteiz Araba 10/06/2019 30T 524443 | 4742076 3 -
15 | Bosque Armentia Bos Vitoria-Gasteiz Araba 10/06/2019 30T 523751 | 4741538 3 -
16 | Laguna Lezea Lez Vitoria-Gasteiz Araba 10/06/2019 30T 523178 | 4743419 3 -
17 | Balsa Aberasturi Abe Vitoria-Gasteiz Araba 12/06/2019 30T 534248 | 4738983 4 -
18 | Balsa Villafranca Vil Vitoria-Gasteiz Araba 12/06/2019 30T 534343 | 4739326 4 -
19 | Botrino 2 Bo2 Vitoria-Gasteiz Araba 13/06/2019 30T 534592 | 4737346 1 -
20 | Botrino 5 Bo3 Vitoria-Gasteiz Araba 13/06/2019 30T 534645 | 4737355 2 -
21 | Palogan 1 Pai Vitoria-Gasteiz Araba 13/06/2019 30T 532810 | 4735920 1 -
22 | Palogan 2 Pa2 Vitoria-Gasteiz Araba 13/06/2019 30T 532771 | 4735908 1 -
23 | Palogan 5 Pa5 Vitoria-Gasteiz Araba 13/06/2019 30T 532686 | 4735885 1 -
24 | Palogan 6 Pa6 Vitoria-Gasteiz Araba 13/06/2019 30T 532644 | 4735881 1 -
25 | Palogan 7 Pa7 Vitoria-Gasteiz Araba 13/06/2019 30T 532560 | 4735884 2 -
26 | Palogan 8 Pa8 Vitoria-Gasteiz Araba 13/06/2019 30T 532472 | 4735808 1 -
27 | Puerto Vitoria V Vi5 Vitoria-Gasteiz Araba 17/06/2019 30T 526331 | 4736579 1 -
28 | Puerto Vitoria VI Vi Vitoria-Gasteiz Araba 17/06/2019 30T 523618 | 4736607 1 -
29 | Larraisabel | Lal Vitoria-Gasteiz Araba 17/06/2019 30T 525829 | 4736736 3 -
30 | Larraisabel X L10 Vitoria-Gasteiz Araba 17/06/2019 30T 525908 | 4736778 3 -
31 | Larraisabel XII L12 Vitoria-Gasteiz Araba 17/06/2019 30T 525937 | 4736838 3 -
32 | Larraisabel XIV L14 Vitoria-Gasteiz Araba 17/06/2019 30T 525855 | 4736905 2 -
33 | Pieza Vitoria Il Pv2 Vitoria-Gasteiz Araba 17/06/2019 30T 527127 | 4736772 1 -
34 | Gamarra ll Ga2 Vitoria-Gasteiz Araba 18/06/2019 30T 528849 | 4747575 1 -
35 | Junguitu Il Ju2 Vitoria-Gasteiz Araba 04/07/2019 30T 532749 | 4746522 2 -
36 | Balsa Lubiano | Lut Vitoria-Gasteiz Araba 04/07/2019 30T 534676 | 4748601 3 -
37 | Pozo de Laku Lak Vitoria-Gasteiz Araba 07/07/2019 30T 528939 | 4748017 - 3
38 | Yurre Yur Vitoria-Gasteiz Araba 08/07/2019 30T 524373 | 4746952 2 -
39 | Aranguiz Ara Vitoria-Gasteiz Araba 08/07/2019 30T 533828 | 4748094 2 -
40 | Balsa Riego Ruv Vitoria-Gasteiz Araba 08/07/2019 30T 518904 | 4747190 3 -
Ullibarri-Vifa
41 | Laguna )] Vitoria-Gasteiz Araba 08/07/2019 30T 519407 | 4747799 2 -
Ullibarri-Vifa
42 | Charca Mifiastu Mif Vitoria-Gasteiz Araba 02/06/2019 30T 513443 | 4749343 1 -
43 | Santa Marina Mar Vitoria-Gasteiz Araba 02/06/2019 30T 512629 | 4749188 2 -
44 | Charca Gomara Gom Vitoria-Gasteiz Araba 02/06/2019 30T 513915 | 4748057 1 -
45 | Solinde | Sol Valdegovia Araba 03/06/2019 30T 483093 | 4744441 1 -
46 | Arroyo Polledo Pol Valdegovia Araba 03/06/2019 30T 481366 | 4745337 1 -
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# Masa de agua Cadigo | Municipio Provincia ;i‘::: r:z HUSO X Y Sug::;z;ras g:l;:';i:‘:ﬁz
47 | Alemanes Ale Valdegovia Araba 03/06/2019 30T 480746 | 4748288 1 -
48 | Crucero Cru Valdegovia Araba 03/06/2019 30T 481601 | 4747225 1 1
49 | Santa Ana Ana Valdegovia Araba 03/06/2019 30T 481722 | 4747081 1 2
50 | Arreo Arr Lantarén Araba 10/06/2019 30T 500938 | 4736236 1 -
51 | Fontecha Fon Lantarén Araba 10/06/2019 30T 496985 | 4733785 1 -
52 | El Laguillo Lag Valdegovia Araba 10/06/2019 30T 481855 | 4754757 1 -
53 | El Hayal | Hay Valdegovia Araba 10/06/2019 30T 499485 | 4747070 1 -
54 | Arroyo Renejas Ren Valdegovia Araba 18/06/2019 30T 493875 | 4734910 1 -
55 | Barranco La Torca Tor Valdegovia Araba 18/06/2019 30T 489276 | 4734386 1 -
56 | Arroyo Manduerco Man Valdegovia Araba 18/06/2019 30T 492067 | 4735755 1 -
57 | Dehesa Quintana Il Qu1 Bernedo Araba 19/06/2019 30T 542829 | 4723835 1 -
58 | Dehesa Quintana | Qu2 Bernedo Araba 19/06/2019 30T 542829 | 4723835 1 -
59 | Fuente Honda Hon Bernedo Araba 19/06/2019 30T 541853 | 4724430 1 2
60 | Raso de los Esp Bernedo Araba 19/06/2019 30T 540397 | 4724166 1 -
Espinos
61 | Arrollo en Corella Cor Corella Nafarroa | 02/06/2019 30T 602402 | 4663373 1 -
(Burcemay)
62 | Encharcamiento Tut Tudela Nafarroa | 02/06/2019 30T 607521 | 4656582 2 -
Acequia del Espartal

Tabla 2. - Masas de agua incluidas en el presente proyecto indicando el nimero de submuestras de los dos tipos de muestra (agua y sedimento) para cada

una de ellas.

reads) por muestra en cada run. Esto permite comparar
la capacidad de detecciéon de anfibios en funcion de la
cobertura y determinar el nimero de muestras que resul-
ta 6ptimo incluir en cada run. Algunas de las muestras se
incluyeron en ambos runs, con el fin de comparar ambos
resultados. También se incluyeron en ambos analisis los
blancos de extraccién (muestras sin ADN que sirven para
testar la presencia de contaminaciones), asi como cinco
mock samples (muestras cuyo contenido de ADN es cono-
cido) y los blancos de PCR. Las mock samples fueron pre-
paradas partiendo de ADN extraido de tejidos de la citada
coleccién de anfibios, cuya cantidad de ADN se cuantifico
para poder prepararlas a una concentracion determinada
por cada especie incluida (Tabla 3).

Tanto la preparacion de la librerfa (procesado del ADN
extraido para su secuenciacion masiva que incluye, entre
otros, la amplificacion por PCR del barcode seleccionado
y el indexado diferenciado para cada muestra individual)
como la posterior secuenciacion en la plataforma lllumina
(Sistema de secuenciacién NextSeq™ 550) se realizaron

en el Servicio de Genomica de la UPV/EHU (SGlker — UPV/
EHU). Para la realizacién de las PCRs de libreria de ambos
runs se utilizaron 12,5 pl del kit KAPA HIFI, 8,5 ul de H2O
y 1 ul de cada uno de los primers disefiados por Valentini
et al. (2016) a 10 pyM [batra_F (L3541) 5-ACACCGCCC-
GTCACCCT-3 y batra_R (H3596) 5-GTAYACTTACCAT-
GTTACGACTT-3']. Sin embargo, las condiciones de PCR
fueron distintas para cada uno de los runs. En el run 1 se
emplearon 2 pl de ADN con las siguientes condiciones di-
sefladas para este estudio: 5 min de activacion a 95 °C, 10
X (30 s de desnaturalizaciéon a 95 °C, 30 s de hibridacion
de los primers comenzando a 63 °C y bajando 0,5 °C en
cada ciclo y 1 min de elongacién a 72 °C), 25 x (30 s de
desnaturalizacion a 95 °C, 30 s de hibridacion a 55 °C y
1 min de elongacion a 72 °C) y un paso de elongacion
final de 7 min a 72 °C. En el run 2 se usaron las mismas
condiciones de Valentini et al. (2016) para testar la ade-
cuacion de su protocolo a nuestra problematica. Para los
dos runs se realizaron tres réplicas de PCR independientes
por muestra que posteriormente fueron mezcladas para

Mock sample Especies y concentracion de ADN (ul/ml)

MockR1 R. temporaria [0,1]

MockR2 R. temporaria [0,5]

MockR3 R. temporaria [1,0]

MockR4 R. temporaria [0,5], R. dalmatina [1,0], B. spinosus [1,0], L. helveticus [1,0]

MockR5 R. temporaria [1,0], R. dalmatina [1,0], B. spinosus [1,0], L. helveticus [1,0], S. salamandra [1,0], T. marmoratus
[1,0], D. galganoi [1,0], A. obstetricans [1,0], P. punctatus [1,0], P. cultripes [1,0], E. calamita [1,0], H. molleri [1,0],
R. iberica [1,0], R. pyrenaica [1,0], P. perezi [1,0]

Tabla 3. - Composicion de las mock samples indicando la concentracion de ADN de cada una de las especies entre corchetes en pl/ml.

Munibe Monographs. Nature Series e 5(2023) e 31-47 e

Donostia-San Sebastian e

ISSN 2340-0463 - eISSN 2340-3055



38 Amaia CARO, IBAI UGARTE-ZABALETA, JULEN VAZQUEZ-SANZ, AITOR ALBAINA, MARIA JOSE MADEIRA, BENJAMIN JUAN GOMEZ-MOLINER

su secuenciacion. En el run 2 se incluyeron nueve répli-
cas independientes para dos de las muestras con el fin de
comprobar si el aumento de réplicas aumentaba la cober-
tura de reads de anfibios. Por otro lado, en el run 1 dos de
las muestras se duplicaron afiadiendo en una muestra de
cada par un bloqueador de ADN (blocking primer) de hu-
manos (batra_blk: TCACCCTCCTCAAGTATACTTCAAAG-
GCA-SPC3I; Valentini et al., 2016) para comprobar su efec-
to. Después, la purificacion y la indexacién (unién de una
secuencia de nucledtidos determinada al ADN amplificado
que permite identificar la muestra de procedencia de cada
read) se realizaron con el protocolo de Nextera XT de Illumi-
na. Finalmente, la secuenciacion de las librerias de ADN se
llevo a cabo en un secuenciador MiSeq de lllumina con un
cartucho MiSeq Reagent Kit v2 de 300 ciclos, que produce
secuencias de 150 pares de bases a partir de ambos extre-
mos del fragmento de ADN amplificado (paired-end reads),
con una cobertura final de aproximadamente 30 millones
de paired-end reads para el fragmento seleccionado.

Tratamiento bioinformatico de los datos de metabarcoding

Una vez recibidos los resultados de la plataforma Illu-
mina demultiplexados por muestra, se chequed la calidad
y el nimero de reads de cada una de las muestras con el
programa FastQC (Andrews, 2010). Descartadas aquellas
muestras de mala calidad, se procedié a realizar el anali-
sis bioinformatico de los datos utilizando un procedimiento
comun, pero de forma independiente para cada uno de
los runs.

En primer lugar, se ensamblaron los paired-end reads
mediante el programa USEARCH v.11 (Edgar, 2010).
Después, se eliminaron las zonas de los primers con el
programa CUTADAPT v.2.10 (Martin, 2011), permitiendo
un error maximo del 0,1 y una cobertura minima de tres
pares de bases. Posteriormente, también con el software
CUTADAPT, se filtraron los reads por tamafio, delimitando
una ventana de 43 a 59 pares de bases. Después de un
filtrado de calidad (funcion fastq_filter de USEARCH), se
agruparon los reads idénticos o uniques con USEARCH
(fastx_uniques) descartando todas aquellas agrupaciones
con un numero de reads menor a ocho. Tras la obtencion
de estas agrupaciones, se procedio a construir la tabla de
estas uniques por muestras o Unique Table.

Una vez construidas para cada uno de los runs estas
Unique Tables, se realizé un proceso de filtrado de las
mismas. En primer lugar, se descartaron todas aquellas
muestras con una cobertura de reads que, tras el andlisis
bioinformatico, presentaban menos de 100 reads. Des-
pués, usando el software R v.3.6.3 (R Core Team, 2020),
todas aquellas uniques cuya presencia no superaba un
1% en ninguna muestra fueron eliminadas de la tabla. Para
acabar con el filtrado se fijaron dos umbrales de abundan-
cia por muestra para cada unique, del 0,5% para aquellas
muestras con un ndmero de reads superior a 450 y del
4% para las muestras con un numero de reads entre 101
y 449. De acuerdo a estos umbrales los reads de aquellas
unigues con una presencia inferior a dichos valores fueron
transformados a cero en las muestras correspondientes,

sorteando de esta forma los posibles cross-talks (reads
asignados erréneamente a muestras a las que no corres-
pondian).

La asignacion taxondémica de las uniques retenidas
se realizé mediante las herramientas VSEARCH (Rognes
et al., 2016) y g2-feature-classifier (Bokulich et al., 2018)
como se implementan en QIIME2 (Bolyen et al., 2019),
para dos umbrales de identidad (umbral minimo de pares
de bases compartidas con las secuencias de la base de
datos de referencia; en escala de 0 a 1): 0,80 y 0,99. Para
esta asignacion taxonémica se usd como base de datos de
referencia aquella construida especificamente en este tra-
bajo. Finalmente, para aquellas uniques que con el umbral
menos exigente (el de 0,80) no se asociaban a ninguna
especie de la base de datos de referencia, se realizd una
blsqueda individual en la base de datos publica de NCBI
(National Center for Biotechnology Information) con la he-
rramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

RESULTADOS Y DISCUSION

Base de datos de referencia: adecuacion del locus se-
leccionado

La base de datos de secuencias de referencia cons-
truida para la region del 12S mitocondrial seleccionada
resultd en 194 secuencias (agrupadas en 73 secuencias
Unicas) pertenecientes a 55 especies. De estas secuen-
cias, 152 pertenecian al trabajo de Valentini et al. (2016),
37 fueron nuevas secuencias generadas en este trabajo,
y 5 se obtuvieron de la base de datos publica GenBank.
La base de datos obtenida resulta fundamental para reali-
zar una asignacion taxonémica exitosa de las secuencias
obtenidas mediante el andlisis de secuenciacion de alto
rendimiento, ya que de esta forma se pueden compen-
sar muchos errores de secuenciacion (Harris, 2003), asf
como evitar la falta de secuencias para la region objetivo
y la posible existencia de especies mal asignadas en ba-
ses de datos publicas (Santos y Branco, 2012; Valentini
etal., 2016).

Se ha obtenido una matriz de diferencias (variabilidad)
en la composicion nucleotidica entre las 73 secuencias Uni-
cas recuperadas indicando la especie de anfibio a la que
pertenecen (Figura 2). En ella se puede observar que las
diferencias intraespecificas para el conjunto de especies
analizadas son muy escasas, mientras que existen dife-
rencias interespecificas diagnosticas para cada taxén. Por
tanto, se trata de una region éptima, capaz de identificar y
diferenciar las distintas especies que componen este gru-
po taxonémico y, por consiguiente, de gran aplicabilidad
para llevar a cabo estudios de monitorizacion de anfibios.
Ademas, su corta longitud hace que sea un marcador mo-
lecular muy adecuado para este tipo de estudios de ADN
ambiental, en los que el ADN disponible en las muestras
recogidas suele presentar niveles de degradacion eleva-
dos (Valentini et al., 2016; Ruppert et al., 2019). Asi, este
marcador molecular permite distinguir todas las especies
de anfibios incluidas en la base de datos de referencia,
salvo las kleptoespecies del género Pelophylax que no es
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Fig. 2. - Matriz de diferencias de pares de bases entre las secuencias Unicas presentes en la base de datos de referencia construida en este trabajo. La escala
de colores va desde rojo para indicar el menor nimero de diferencias, hasta el azul para el mayor nimero de diferencias.

posible distinguirlas de sus especies parentales, debido
a que las secuencias de Pelophylax Kkl. grafiy Pelophylax
perezi, y las de Pelophylax Kl. esculentus y Pelophylax
lessonae son idénticas para el fragmento de ADN analiza-
do. Esto era de esperar ya que estas kleptoespecies son
formas hibridas que contienen combinaciones de material
genético de las dos especies parentales que dan lugar a
las mismas (Radoji¢i¢ et al., 2015). En el &rea de estudio
de este trabajo solo podria aparecer la kleptoespecie P. kl.
grafi, pero debido a que la probabilidad de que realmente
esté presente en las masas de agua bajo estudio es muy
baja, se ha optado por considerar Pelophylax perezi aque-
llas unigues asignadas a estas secuencias. Al tratarse de
una region mitocondrial, en caso de introgresion también
podria suceder una identificacion errénea; sin embargo, en
la zona de muestreo no existen dos especies que puedan
hibridar, por lo que esto no se ha tomado en consideracion.

Puesta a punto de la técnica de eDNA metabarcoding

En lo que a la comparativa entre runs respecta (Tabla
4), se ha obtenido un menor nimero de muestras de baja
calidad en el run 1, secuenciado con el protocolo disefiado
en este trabajo, que en el run 2, llevado a cabo siguiendo el
protocolo publicado por Valentini et al. (2016). También se
ha observado que a pesar de que en el run 2 cada muestra
tiene una mayor cobertura de reads de partida (debido a
haber incluido un menor nimero de muestras en el run),
el nimero de reads retenidos tras el anélisis bioinformati-
co es en general menor que los retenidos en el run 1 (Ta-
bla 4). Esta tendencia se corrobora en la comparativa de
aquellas masas de agua incluidas en ambos runs (Tabla
5). Ademas, en esta comparativa también se observa que
el segundo protocolo (run 2) no es capaz de detectar algu-
nas especies que si se detectan en la primera de las meto-
dologias, como es el caso de Rana dalmatina en Raso de
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los Espinos o de Pelophylax pereziy Lissotriton helveticus
en Dehesa Quintana |. Queda claro pues, que el protocolo
diseflado en este trabajo es mas adecuado para nuestra
problematica en concreto que el protocolo publicado por
Valentini et al. (2016), demostrando la importancia de las
puestas a punto de las metodologias de eDNA para cada
casuistica (p. ej. Miya et al., 2015).

Se ha observado también que en general el nimero de
reads retenidos tras el tratamiento bioinformatico es muy
bajo (Tabla 4), lo cual indica que la mayor parte de los
reads que se estan obteniendo no pertenecen al barcode
de anfibios seleccionado. Asi, se ha comprobado que la
inmensa mayoria de los reads que se descartan pertene-
cen a bacterias. Estos reads se eliminan en el proceso de
tratamiento bioinformatico de los datos, debido a que su
longitud excede el tamafo esperado vy, sobre todo, porque
presentan cambios en la secuencia del primer mayores del
1% permitido a la hora de extraerlas. Es decir, que a pesar
de que los primers usados tienen una mayor especificidad
hacia las secuencias de anfibios, la gran cantidad de ADN
de bacterias presente en las muestras ambientales frente
a la baja concentracién de ADN de anfibios, conlleva que
se obtenga un mayor nimero de reads correspondientes
a bacterias que del grupo objetivo. Esto puede deberse a
que el método de extraccion utilizado favorezca la presen-
cia de ADN de procariotas frente a la de eucariotas y, por
lo tanto, convendria realizar un estudio piloto para compa-
rar el efecto del protocolo de extraccion en la deteccion de
anfibios (Deiner et al., 2015). Algo similar ocurre en estu-
dios moleculares de dieta, donde el ADN del depredador
se encuentra en mayor abundancia que el ADN de las pre-
sas en las heces. Para remediar esto, se ha aplicado con
éxito el uso de blocking primers del ADN del depredador
(Vestheimy Jarman, 2008). Seria, por tanto, muy interesan-
te el uso de blocking primers de procariotas en ensayos
posteriores, que reduzcan la amplificacion de las bacterias
presentes en las muestras, 1o que permitirda aumentar el
numero de reads de anfibios obtenidos al final del proceso.

Un aspecto muy importante que se pretendia dilucidar
en esta puesta a punto era determinar el nUmero maximo
de muestras que se pueden incluir en cada run, de forma
que la cobertura de reads obtenidos no disminuya signifi-
cativamente y sea lo suficientemente elevada para permi-
tir detectar la presencia de anfibios, incluso de aquellos
presentes en muy baja densidad en el medio. Debido a
los peores resultados obtenidos para el run 2, a la hora
de evaluar esta problematica Unicamente se han consi-
derado los resultados del run 1. La cobertura inicial de
secuenciacion conseguida para cada muestra en ambos
runs ha sido similar y muy alta. Como se ha comentado, el
tratamiento bioinformatico de los datos reduce mucho el
numero de reads retenidos y, sin embargo, sigue siendo
suficiente para la deteccion de anfibios. Por tanto, siempre
y cuando se aplique el protocolo disefiado en este trabajo,
alrededor de 60 muestras supondria un nUmero adecuado
de muestras a incluir, y no se recomendaria superar este
numero. Aumentar el nimero de muestras aumentaria el
riesgo de perder reads de anfibios, sobre todo de aquellos
con menor presencia en las muestras analizadas, de forma

que podria fallar su deteccion (falso negativo). En el caso
de conseguir aumentar el nimero de reads de anfibios re-
tenidos gracias a cambios en el protocolo que favorezcan
su deteccion, el numero de muestras incluidas por run po-
dria aumentarse.

Para la secuenciacion de alto rendimiento de los hu-
medales con un tamafio superior a los 80 m de diametro
(Tipo 4, ver Figura 1), se incluyeron siete muestras en
poolplexing correspondientes a los siete humedales que
cumplian con esta caracteristica y otras 12 muestras co-
rrespondientes a las cuatro submuestras independientes
recogidas para tres de ellos (Balsa de Arkaute, Parque
Zabalgana | y Balsa Villafranca). De las siete muestras en
poolplexing, Unicamente se obtuvieron resultados para
tres de ellas (Balsa Aberasturi, Balsa de Betofio y Lagu-
na del Jardin Botanico), mientras que de las submuestras
solo se lograron resultados de una de las masas de agua
(Balsa Villafranca). Este numero tan alto de resultados ne-
gativos parece indicar que el protocolo de muestreo no es
capaz de capturar el suficiente ADN ambiental de anfibios
en este tipo de charcas de grandes dimensiones. En estos
casos serfa conveniente aumentar el numero de submues-
tras de agua recogidas a lo largo del perimetro de la masa
de agua, con el objetivo de aumentar las posibilidades de
capturar ADN del grupo objetivo. De hecho, Valentini et al.
(2016) lograron detectar anfibios en un lago de 2.200 ha,
pero para la recogida de muestra filtraron un total de 180 I.

En cuanto a las muestras de sedimento, ninguna de
ellas superé el umbral minimo de 100 reads fijado para
considerar fidedignos los resultados. Es cierto que todas
estas muestras se incluyeron en el run 2y que, por tanto,
es posible que siguiendo el protocolo disefiado en este
trabajo y testado en el run 1, se puedan obtener mejores
resultados. Sin embargo, las submuestras de agua de las
charcas pertenecientes a las muestras de sedimento tam-
bién se incluian en el run 2, y obtuvieron mejor resultado
que las de sedimento. Por tanto, segun nuestros resul-
tados, la recogida de agua se presenta como una mejor
metodologia para la deteccion de anfibios mediante ADN
ambiental cuando el objetivo es la monitorizacion de la co-
munidad de anfibios. Esto contrasta con lo encontrado por
Booker (2016), que no reporta diferencias significativas en
la deteccién de anfibios entre muestras de sedimento y de
agua. Un aspecto muy importante a tener en cuenta en los
trabajos de eDNA en medios acuéticos es que cada méto-
do de muestreo examina una ventana temporal de detec-
cion diferente, ya que el eDNA puede persistir en sedimen-
to desde meses hasta afios (Matissoo-Smith et al., 2008;
Giguet-Covex et al., 2014; Turner et al., 2015) pero, por
lo general, solo persiste en la columna de agua por < 25
dias (Dejean et al., 2011; Thomsen et al., 2012; Barnes et
al., 2014, Pilliod et al., 2014). Por lo tanto, no se debe des-
cartar por completo el uso de sedimentos en estudios de
eDNA de anfibios, y el método de muestreo utilizado debe
depender del objetivo del proyecto. En cuanto al método
de extraccion de las muestras de sedimento respecta, pa-
rece que el kit comercial NucleoSpin® Soil DNA Isolation
de Machery-Nagel presenta mejores resultados que el kit
de extraccion de Qiagen, ya que en las muestras que se
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han extraido con ambos métodos se retienen mas reads
con el kit de Machery-Nagel (CruSQ = 78 vs CruSM = 99 y
LakSQ = 19 vs LakSM = 23).

Por otro lado, también se ha testado la eficacia y ne-
cesidad de un blocking primer de ADN humano, incluyén-
dose en dos muestras del primer run. Ambas muestras
fueron analizadas por duplicado, testando una réplica con
blocking primery la otra sin él, permitiendo la comparacion
de los resultados obtenidos. En general, se ha observado
que en todas las muestras se obtienen reads de humano;
sin embargo, todos son excluidos durante el tratamiento
bioinformatico de los resultados por presentar una longi-
tud mayor a la permitida. Ademas, estos reads no son muy
abundantes en ninguna de las muestras. Por lo tanto, no
se considera necesario el uso de un blocking primer de
ADN humano, al menos con el protocolo aqui implemen-
tado. Por otro lado, en aquellas muestras en las que se
ha empleado el blocking primer no se ha observado una
reduccion importante de reads de humano con respecto
a sus réplicas sin blocking primer (nimero de reads de
Homo sapiens: UviB = 5 vs Uvi = 5y, aunque se tratan de
muestras de baja calidad, ArkR3B = 53 vs ArkR3 = 245).
Otros trabajos como el de Fraija-Fernandez et al. (2020),

donde se estudia la comunidad de peces en zonas ocea-
nicas, tampoco consideran necesaria la utilizacion de un
blocking primer de humanos, ya que en su estudio habia
poca contaminacion de fuentes externas provenientes de
manipulacion humana.

Finalmente, también se ha testado como afecta el nd-
mero de réplicas de PCR realizadas en la preparacion de
la libreria a la presencia de reads de anfibios. En dos de
las muestras del run 2 (Ar2W y EspW) se llevaron a cabo
nueve réplicas de PCR frente a las tres réplicas realizadas
para el resto de muestras. Sin embargo, este aumento de
réplicas de PCRs no se tradujo en un aumento significativo
del numero de reads de anfibios (Tabla 4), por lo que se
considera que el uso de tres réplicas de PCR es suficiente
para lograr una amplificacién adecuada. En otros trabajos
también se ha demostrado que numeros bajos de réplicas
de PCR son suficientes para distinguir distintos puntos de
muestreo entre sf (Ficetola et al., 2014; Shirazi et al., 2020);
sin embargo, también se ha advertido que los taxones
raros suelen aparecer en pocas réplicas y, por lo tanto,
pueden requerir de mayor nimero de réplicas para poder
ser detectados (Ficetola et al., 2008; Beentjes et al., 2019;
Shirazi et al., 2020).

RUN 1 RUN 2
Muestra Calidad Reads totales Reads retenidos Muestra Calidad Reads totales Reads retenidos

BLWO1 OK 78924 723 BLWO1 OK 37730 4044
BLWO02 OK 46759 14 BLWO02 OK 29844 3158
BLWO3 OK 12809 429 BLWO3 OK 15141 2121
BL_libreria OK 38982 232 BL_libreria OK 40987 3445
MockR1 OK 86194 67762 BLSedQ OK 22686 2885
MockR2 OK 84542 76429 BLSedM OK 50755 2063
MockR3 OK 94764 86756 MockR3 OK 144231 121193
MockR4 OK 120855 108217 MockR4-1 OK 155955 139268
MockR5 OK 160218 142156 MockR4-2 OK 125369 111882
AbeW OK 114479 142 MockR5 OK 206197 184665
Ar2W OK 178919 287 Larw OK 192940 219
AraW OK 140721 174 LarSQ OK 120328 93
ArkW OK 178919 111 Cruw MALA 173976 --
ArkR1W OK 153592 47 CrusSQ OK 157486 78
ArkR2W OK 167648 35 CruSM OK 103290 99
ArkR3W OK 162770 56 AnaW OK 128918 192
ArkR3WBIloc OK 158282 59 AnaSQ OK 102224 97
ArkR4W OK 138495 62 BetW OK 174895 148
AtEW OK 141406 57 BetSQ OK 142383 76
AtWW OK 123777 65 Durw OK 147929 72
Bo2W OK 177616 3934 DurSQ OK 115649 37
Bo5W OK 192508 6859 HonW OK 223372 734
EspW OK 131804 2346 HonSQ OK 202024 72
Ga2Ww OK 127984 113 LakSQ OK 172236 19
Jarw OK 127744 248 LakSM OK 197537 23
Ju2w OK 180399 245 MiAW OK 219996 57
L10W OK 143683 361 Marw OK 213475 44
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RUN 1 RUN 2

Muestra Calidad Reads totales Reads retenidos Muestra Calidad Reads totales Reads retenidos
L12w OK 91147 69 GomW OK 170799 76
L14W OK 128478 323 CorW OK 211575 31
Latw OK 74100 231 Tutw OK 161796 66
LezW OK 169940 905 SolW OK 144952 157
OlaW OK 114713 72 Polw OK 74642 100
OrgW OK 73352 525 AleW OK 110395 147
Patw OK 104040 18322 ArrW OK 320160 51
Pa2wW OK 177913 1973 FonW MALA 36177 -
Pa5W OK 114932 1540 LagW OK 127354 413
Pa6W OK 98532 44 HayW OK 142409 829
Pa7w OK 100161 1494 RenW MALA 177607 -
Pag8W OK 121879 1584 TorW OK 172393 86
Pvaw OK 102803 5373 ManW MALA 145870 -
Quiw OK 175161 432 L10W MALA 136712 -
Qu2w OK 164083 159 L10R1W OK 201283 275
RuvW OK 124694 45 L10R2W OK 200259 147
Uviw OK 128227 109 L10R3W OK 164335 262
UviWBloc OK 121256 17 ArkW OK 189203 51
Vitw OK 113267 142 AtEW MALA 190576 -
ViSW OK 131854 268 Ar2W OK 159416 154
VisW OK 161216 3689 EspW OK 147717 965
VieW OK 143905 306 Quiw OK 144983 108
Vilw OK 145086 103 Qu2w OK 201501 81
ViIR1W OK 127993 101
VilR2W OK 162752 149
ViIR3W OK 130796 138
VilR4W OK 119305 198
YurW OK 140006 8
Za2W OK 135934 36
Zalw OK 136818 73
ZalR1W OK 173518 88
ZalR2W OK 157523 58
ZalR3W OK 102412 15
ZalR4W OK 150908 12
BosW MALA 36873 -
Lutw MALA 61741 -

Tabla 4. - Calidad y nimero de reads totales asi como nimero de reads retenidos tras el andlisis bioinformético para cada muestra en cada uno de los runs.
La masa de agua a la que pertenece cada una de las muestras se encuentra codificada de acuerdo a los cédigos de la Tabla 2. W: muestra de agua; SQ:
muestra de sedimento extraida con el kit Dneasy PowerSoil® de Qiagen; SM: muestra de sedimento extraida con el kit NucleoSpin® Soil DNA Isolation de
Machery-Nagel; BLW: blanco de extraccion muestras de agua; BLSedQ: blanco de extraccién muestras de sedimento kit Dneasy PowerSoil® de Qiagen;
BLSedM: blanco de extraccion muestras de sedimento kit NucleoSpin® Soil DNA Isolation de Machery-Nagel; Bloc: muestras a las que se afiadio el blocking

primer de ADN humano.

Caracterizacion de las comunidades de anfibios en Alava
mediante la técnica de eDNA metabarcoding desarrollada

En este proyecto de puesta a punto se han incluido un
total de 62 masas de agua, habiendo obtenido resultados
validos para 37 de ellas y siendo, por tanto, 25 los humeda-
les donde la baja calidad de los resultados de la secuen-
ciacion impide la interpretacion de los mismos. Ademas,

también se han obtenido resultados adecuados para las
cinco mock samples.

En el caso de las mock samples, en ambos runs se ob-
tuvieron 15 uniques que se corresponden con las especies
de anfibios incluidas en las mismas (Tabla 3). En las masas
de agua, en el run 1 se detectaron nueve especies de an-
fibios de la peninsula ibérica, seis especies de peces, tres
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especies de aves y una especie de microorganismo euca-
riota. En el run 2, en cambio, se detectaron ocho especies
de anfibios, dos especies de peces y una de ave. Es desta-
cable la capacidad del método de detectar, ademas de los
anfibios, algunas especies de peces y aves. Aunque esto
se trate de informacién secundaria y que puede presentar
un sesgo importante en lo que respecta a las especies de-
tectadas, puede dar de forma indirecta aviso de la presen-
cia de especies interesantes, ya sea por su escasez 0 por
su condicion de especies invasoras. En este sentido, hay
que tener en cuenta que el marcador molecular empleado
esta disefiado para la deteccion y diferenciaciéon de anfi-
bios. Se trata de un fragmento de ADN muy corto que, a
la vista de los resultados obtenidos, puede ser capaz de
detectar especimenes de otros grupos taxonémicos dife-
rentes al de anfibios, pero con escasa o nula capacidad
de diferenciacioén a nivel de especie y/o de género, ya que
el fragmento no presenta suficiente variabilidad dentro de
estos grupos. Por lo tanto, la asignacion realizada en este
trabajo para los grupos taxonémicos diferentes al de anfi-
bios debe tomarse con precaucion.

Atendiendo al nimero de reads de las uniques identifi-
cadas como anfibios (Tabla 6), en la mayoria de las masas
de agua se detectaron entre dos y cuatro especies. Las es-
pecies detectadas en los humedales con esta metodologia
coincidieron en su mayorfa con las especies reportadas de
visu por |os técnicos que realizaron el muestreo, pero en la
mayoria de los casos, con el mismo esfuerzo de muestreo,
se ha detectado un mayor numero de especies con la me-
todologia metabarcoding aqui presentada.

La especie mas abundante fue Rana temporaria, de-
tectada en 27 masas de agua. Sin embargo, en base a
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la biologia de la especie y a inventarios previos de los
humedales (Luis Lobo, com. pers.), la presencia de R.
temporaria no era de esperar en cinco charcas donde se
ha detectado (Tabla 6). Teniendo en cuenta la gran canti-
dad de ADN de R. temporaria que se incluyd en las mock
samples y que para ninguna otra especie de anfibio he-
mos detectado esta problematica, consideramos que es-
tos falsos positivos se deben a un problema de cross-talk
que no ha podido filtrarse en el procesado bioinformatico
debido a la baja cantidad de reads de anfibios retenidos
en las muestras ambientales (Olds et al., 2016; Cornman
et al., 2021). Las especies Lissotriton helveticus y Tritu-
rus marmoratus se detectaron en 25y 18 masas de agua
respectivamente. Las especies Bufo spinosus (presente
en 12 humedales) y Pelophylax perezi (detectada en 13)
también fueron bastante abundantes, mientras que la
presencia de Rana dalmatina, Alytes obstetricans, Sala-
mandra salamandra y Hyla molleri fue mas esporadica. A
pesar de que el area de muestreo coincidia con la distri-
bucién de Epidalea calamitay Pelodytes punctatus, estas
especies no fueron detectadas en ninguna de las masas
de agua. A este respecto, es necesario tener en cuenta
las fechas de muestreo de las charcas, las cuales pueden
favorecer la presencia de unas especies frente a otras en
determinados momentos, debido a la fenologia reproduc-
tiva propia de cada una de las especies. Han sido varios
los trabajos que han detectado diferencias significativas
en la deteccion de especies de anfibios en distintos pe-
riodos (p. ej. Booker, 2016; Buxton et al., 2017); por lo
tanto, serfia muy interesante aplicar la metodologia aqui
disefiada en distintos periodos para describir los cambios
en la deteccioén de las distintas especies presentes en la
zona de estudio.

ArkW AtEW Ar2W EspW EspW Quiw Qu2w

Mix Mix | Mix Mix | Mix Mix | Mix Mix | Mix Mix R1 R2 R3 | Mix Mix | Mix Mix

Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run | Run
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 2 2 2 1 2 1 2
Rana temporaria - -- -- -- 28 15 15 13 0 -- 0 27 0 0 0 0 --
Bufo spinosus - -- -- -- 30 0 0 0 0 -- 0 0 0 207 42 0 --
Pelophylax perezi - -- -- -- 0 0 260 75 54 -- 0 22 37 32 0 71 --
Lissotriton helveticus -- -- - - 69 56 0 0 45 - 32 23 51 19 0 26 -
Triturus marmoratus - - - - 131 49 31 14 0 - 0 0 0 0 0 13 -
Rana iberica -- -- - - 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 -
Rana dalmatina - -- - - 0 0 28 0 40 - 0 0 22 0 0 24 -
Epidalea calamita -- - - -- 0 0 0 0 0 -- 0 0 0 0 0 0 -
Pelodytes punctatus - - - -- 0 0 0 -- 0 0 0 0 0 -
Rana pyrenaica -- -- - -- 0 0 0 0 0 -- 0 0 0 0 0 -
Salamandra salamandra - -- - - 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 -
Hyla molleri - - - - 0 0 1967 | 809 | 196 - 164 | 33 88 0 0 0 -
Pelobates cultripes -- -- - -- 0 0 0 0 0 -- 0 0 0 0 0 -
Alytes obstetricans -- -- - - 0 0 0 0 0 -- 0 0 0 99 14 20 -
Discoglossus galganoi - - -- -- 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 - -

Tabla 5. - Comparativa de los resultados obtenidos en los distintos runs para aquellas muestras incluidas en ambos.
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Fuente Honda HonW Run 2 199 7 11 307 128 0 0 0 0 0 0 52 0 0 0
Raso de los espinos | EspW Run 1 15 0 260 0 31 0 28 0 0 0 0 1967 0 0 0
EspW Run 2 13 0 75 0 14 0 0 0 0 0 0 809 0 0 0

Dehesa Quintana Il Quaw Run 1 0 0 71 26 13 0 24 0 0 0 0 0 0 20 0
El Hayal | Hayw Run2 7 6 0 67 25 0 0 0 0 0 0 0 0 578 0
El Laguillo LagW Run2 0 19 247 17 52 0 0 0 0 0 0 23 0 0 0
Armentia 2 Ar2w Run 1 28 30 0 69 131 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ar2W Run2 15 0 0 56 49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Gamarra ll Ga2W Run 1 18 24 0 20 0 0 26 0 0 0 0 0 0 0 0
Junguitu 11 Ju2w Run 1 17 0 12 40 39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Larraisabel X L1ow Run 1 0 0 54 45 0 0 40 0 0 0 0 196 0 0 0
L10R1W Run 2 0 0 0 32 0 0 0 0 0 0 0 164 0 0 0

L10R2W Run 2 27 0 22 23 0 0 0 0 0 0 0 33 0 0 0

L10R3W Run 2 0 0 37 51 0 0 22 0 0 0 0 88 0 0 0

Larraisabel XIV L14W Run 1 46 0 50 0 100 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0
Larraisabel | LatW Run 1 0 0 54 62 83 0 0 0 0 0 0 0 0 22 0
Balsa Orgaz OrgW Run 1 57 0 310 47 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Palogén 8 Pa8W Run 1 1414 9 0 1 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Dehesa Quintana | Quiw Run 1 0 207 32 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 99 0
Quiw Run2 0 42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0

Puerto Vitoria 3 Vi3w Run 1 25 0 14 18 0 0 0 0 0 0 109 0 0 0
Santa Ana AnaW Run 2 0 0 45 56 0 0 0 0 0 0 0 31 0 31 0
Charca Gomara GomW Run 2 9 17 0 8 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Botrino 2 Bo2W Run 1 3620 0 0 28 0 0 0 0 0 0 36 0 0 0 0
Palogén 2 Pa2w Run 1 1599 0 0 7 0 0 0 0 0 0 174 0 0 0 0
Palogén 7 Pa7w Run 1 962 0 0 12 0 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0
Pieza Vitoria Il Pvaw Run 1 66 0 0 4718 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Laguna Ullibarri-Vifa | UviBWB Run 1 31 0 0 37 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Uviw Run 1 33 0 0 38 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Puerto Vitoria | VitwW Run 1 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33 60 0 0 0
Puerto Vitoria V Visw Run 1 1441 0 0 21 44 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Balsa Villafranca Vilw Run 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VIIRIW Run 1 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VilR2W Run 1 43 0 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ViIIR3W Run 1 63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VilR4W Run 1 20 16 0 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Alemanes AleW Run 2 " 0 0 0 18 0 0 0 0 0 0 0 0 83 0
Balsa de Larregana - | LarW Run 2 39 32 0 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Salburua
Solinde | SolW Run 2 1 0 0 71 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Botrino 5 Bo5W Run 1 6401 0 0 142 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Laguna del Jardin JarW Run 1 18 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Botanico

Palogén 1 Patw Run 1 15724 0 0 0 0 0 0 0 0 0 749 0 0 0 0
Palogén 5 PasW Run 1 284 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1204 | 0 0 0 0
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Laguna Lezea LezW Run 1 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Puerto Vitoria VI View Run 1 0 0 0 0 300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Balsa de Betofio BetW Run 2 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Balsa Aberasturi AbeW Run 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aranguiz AraW Run 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N° de humedales con presencia 27 12 13 25 18 0 5 0 0 0 6 8 0 7 0
MockR3 Run2 | 105022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MockR4-1 | Run2 38163 | 43456 0 30430 0 0 21493 0 0 0 0 0 0 0 0
MockR4-2 | Run2 29919 | 35589 0 24726 0 0 17202 0 0 0 0 0 0 0 0
MockR5 Run2 24698 | 4439 | 37805 | 2409 | 28225 | 25859 | 2474 | 14742 | 13325 | 10926 | 7623 | 69 | 2935 | 1255 | 1710
MockR1 Run 1 64758 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MockR2 Run 1 72663 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MockR3 Run 1 82897 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MockR4 Run 1 33295 | 33155 0 18376 0 0 18621 0 0 0 0 0 0 0 0
MockR5 Run 1 19993 | 3036 | 28545 | 1132 | 21047 | 21397 | 1940 | 12932 | 9507 | 8945 | 6031 | 54 | 2246 | 1075 | 1376

Tabla 6. - Numero de reads de las uniques identificadas como anfibios con un porcentaje de identidad superior al 99% para cada muestra indicando la masa
de agua a la que pertenecen y el run en el que se incluyeron. Los reads de las masas de agua en las que no se esperaria la presencia de R. temporariay se
sospecha de un problema de cross-talk estan indicados en gris. En la parte inferior de la tabla se incluyen los datos para las muestras mock.

CONCLUSIONES

En este trabajo se ha abordado la puesta a punto de
una metodologia de metabarcoding basada en analisis
de ADN ambiental para la monitorizacién de anfibios que
pueda ser de aplicacion en la CAPV. La base de datos
de secuencias construida ha confirmado que el locus se-
leccionado, una regién del gen 12S mitocondrial, es ade-
cuado para distinguir las especies de anfibios del area de
estudio, ya que es suficientemente polimarfico entre espe-
cies y esta bien conservado intraespecificamente. Los re-
sultados de la aplicacion de la metodologia de metabarco-
ding disefiada en humedales de Alava (ademas de en dos
localidades de Navarra) muestran que la técnica es capaz
de detectar las especies de anfibios presentes en las ma-
sas de agua y ha permitido identificar los procedimientos a
mejorar para optimizar la metodologia. En concreto, se ha
observado que la metodologia de muestreo es adecuada
para las masas de agua con un diametro inferior a 80 m,
siendo necesario ampliar el nUmero de submuestras de
agua recogidas para las masas de mayor tamafio. Tam-
bién se concluye que el uso de muestras de agua, en este
caso en concreto, es mas adecuado que la recogida de
sedimento y se pone en evidencia la necesidad de poner
en marcha procedimientos que eviten el amplificado de
bacterias. Asi pues, estos resultados, aunque preliminares,
muestran la importancia de la puesta a punto de este tipo
de técnicas para cada problematica y, asi mismo, mues-
tran que se trata de una metodologia prometedora para la
monitorizacion de las comunidades de anfibios que puede

servir de ayuda en la conservacion y gestion de este grupo
taxondémico.
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RESUMEN

Hace poco més de dos decenios comenzaron los primeros seguimientos de poblaciones de anfibios en Navarra. La primera especie mo-
nitoreada mediante censos en sus cinco subpoblaciones desconectadas que mantiene en la provincia fue Rana dalmatina Bonaparte, 1840.
Los resultados de este periodo no han detectado un decrecimiento poblacional, a o que ha debido contribuir el programa de recuperacion del
héabitat reproductor emprendido y el mantenimiento de las manchas forestales (robledal) remanentes donde desarrolla su ciclo biolégico en
fase terrestre. Posteriormente se iniciaron los seguimientos de comunidades completas de anfibios en espacios protegidos, como el Parque
Natural de las Sierras de Urbasa y Andia y las Zonas Especiales de Conservacion de la Sierra de Aralar y Roncesvalles-Selva de Irati, donde, en
el mejor de los casos, se cuenta con seguimientos discontinuos de 14 afios. Méas recientemente, se ha iniciado el censo de poblaciones en una
zona no protegida y alterada de la Navarra Media, en los valles de Aranguren y Eguiés, donde se llevan realizados cuatro afios de seguimiento.
Los resultados, todavia preliminares, no muestran en general procesos de declive poblacional.

PALABRAS CLAVE: Seguimiento poblacional, censo de poblaciones, anfibios, espacios naturales protegidos, Rana dalmatina, Navarra.

ABSTRACT

A little more than two decades ago, the first monitoring of amphibian populations began in Navarre. Rana dalmatina Bonaparte, 1840 was
the first species monitored through censuses in its five disconnected subpopulations that it maintains in the province. The results of this period
have not detected a population decrease, to which the program to recover the reproductive habitat undertaken and the maintenance of the
remaining forest patches (oak) where it develops its life cycle in the terrestrial phase must have contributed. Subsequently, the monitoring of
complete amphibian communities in protected areas began, such as the Natural Park of Urbasa and Andia Mountains and the Special Areas of
Conservation of Aralar Mountain and Roncesvalles-Selva de Irati, where, in the best of the cases, there are 14-year discontinuous monitoring.
More recently, a population census has been started in an unprotected and altered area of the Middle Navarre, in the valleys of Aranguren and
Egués, where four years of monitoring have been carried out. The still preliminary results do not generally show processes of population decline.

KEY WORDS: Population monitoring, population census, amphibians, protected natural areas, Rana dalmatina, Navarre.

LABURPENA

Duela bi hamarkada baino gehiago hasi ziren Nafarroako anfibio populazioen lehen jarraipenak. Rana dalmatina Bonaparte, 1840 izan
zen probintzian, bere bost azpipopulazio isolatuetan, errolden bidez monitorizatu zen lehen espeziea. Garai haietako emaitzek ez dute popula-
zioaren beherakadarik hauteman, funtsezkoak izan baitira ugalketa-habitata berreskuratzeko programak eta baso-orbanak (hariztiak) manten-
tendu izanak, bertan garatzen baita haien lurreko fasea. Ondoren, gune babestuetako anfibioen jarraipena egiten hasi zen, hala nola Urbasa
eta Andia mendilerroetako Parke Naturaletan eta Aralar mendilerroko eta Orreaga-Iratiko oihaneko Kontserbazio Eremu Berezietan. Horietan,
kasurik onenean, 14 urteko jarraipen etenak izaten dira. Azken lau urteetan, populazioen erroldak egin dira Nafarroako eremu babesgabe
eta eraldatuetan, Aranguren eta Egues ibarretan hain zuzen. Emaitzek, oraindik behin-behinekoak, ez dute oro har populazioaren gainbehe-
ra-prozesurik islatzen.

GAKO-HITZAK: Populazio-jarraipena, populazioen zentsoak, anfibioak, naturgune babestuak, Rana dalmatina, Nafarroa.

INTRODUCCION

El seguimiento de las poblaciones de anfibios es una

aparece recogida de forma recurrente (Beebee vy Giriffiths,
2005; Cushman, 2006; Ficetola et al., 2015).

herramienta que se considera imprescindible para la eva-
luacion de su estado de conservacion a largo plazo. Tiene
claras implicaciones en la gestién de una fauna que desde
hace ya unos decenios es conocida por encontrarse en
una grave situacion de amenaza a escala global. Las cau-
sas son muy diversas, entre las que la pérdida de habitat

https://doi.org/10.21630/mmns.2023.5.04

El método tradicional de seguimiento en anfibios, para
analizar su estado de conservacion, se basa en la obten-
cion de censos poblacionales repetidos en series tempo-
rales largas, siguiendo unos métodos estandarizados de
registro y cuantificacion que aparecen recogidos en nume-
rosos manuales de uso (véase, por ejemplo, Heyer et al.,
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1994; Gent y Gibson, 2003). El censo de anfibios en fase
adulta puede resultar mas resolutivo que el de la fase larva-
ria para interpretar la situacion de las poblaciones, porque
su cuantificacion presenta una menor variabilidad y mayor
fiabilidad en los resultados. El censo de las poblaciones
larvarias puede introducir factores de dificil interpretacion
en ese sentido, debido a que en dicha fase las poblaciones
presentan fluctuaciones aleatorias muy relevantes, impre-
decibles afio tras afio y que pueden enmascarar el estado
real de su dinamica temporal, aunque pueden servir para
interpretar la tendencia general seguida por la poblacion.
Sin embargo, la continuidad en el tiempo de ambos tipos
de censos en una misma poblacién puede generar a largo
plazo una acumulacion de informacion capaz de resolver
0, al menos, facilitar la interpretacion de su tendencia, de
manera que la combinaciéon de datos cuantificados de
adultos y larvas puede resultar Util y beneficiosa para el
fin Ultimo que suele perseguir este tipo de seguimientos,
aplicados a la gestion de poblaciones amenazadas.

Hasta finales de la década de 1980 no se empezé a
registrar en Navarra informacién sobre la presencia de es-
pecies para el conjunto de anfibios (Gosa y Bergerandi,
1994), y mucho menos del estado de sus poblaciones. A
partir de entonces se sucedieron los informes técnicos y
algunos estudios de distribucién local de especies y de
conservacion, que finalmente confluyeron y dieron origen

Ultzama y
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y Andia

>
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Sierra de
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a los primeros proyectos de seguimiento de poblaciones.
El primero de ellos se inicié en 1997 con una especie muy
poco conocida en Navarra, pero de la que pronto se sos-
pecho que se encontraba en una situacion precaria y ame-
nazada: Rana dalmatina Bonaparte, 1840 (Gosa, 2002). A
partir de entonces se investigo la distribucion de la especie
en el territorio y se amplié el seguimiento al conjunto de sus
subpoblaciones, que se encontraban aisladas. Se analizé
su estructura genética, lo que dio lugar a la deteccién de
una incipiente diferenciacion entre los distintos nucleos,
debida a la fragmentacion (Sarasola-Puente et al., 2012).
El seguimiento se realiz6 en dos espacios protegidos de la
Red Natura 2000 (Zonas Especiales de Conservacion de
los Robledales de Ultzama y Basaburua y de la Sierra de
Codés) y otras tres zonas no protegidas (valle de Odieta,
Cuenca de Pamplona y valle de La Barranca) (Fig. 1). La
especie fue censada anualmente desde 1997 hasta 2014
por la Sociedad de Ciencias Aranzadi en mas de 70 puntos
de reproduccion repartidos entre sus cinco subpoblacio-
nes navarras (Gosa et al., 2013; A. Gos4, datos inéditos de
2014). En 2013 el Gobierno de Navarra se responsabilizé
de los censos, encargandose de los mismos a partir de
entonces sus guardas medioambientales, bajo supervision
de la Sociedad de Ciencias Aranzadi. Desde entonces el
seguimiento se viene aplicando en mas de 60 masas de
agua, algunas de las cuales no estuvieron incluidas en la

Roncesvalles-Selva
de Irati

Sierra de llién y Foz
de Burgui

0 100 200 km
A

Fig. 1. - Ubicacion de las zonas donde se ha realizado el seguimiento de anfibios en Navarra. En verde espacios protegidos; en naranja espacios no protegi-

dos; barras: seguimiento de Rana dalmatina.
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primera etapa, recogiéndose sus resultados en el presente
estudio. Considerando los puntos de reproduccién objeto
de seguimiento para las dos etapas, se supera largamen-
te la cifra de 100 en los que, al menos, se ha registrado
la reproduccion en un afio, es decir, que han sido utiliza-
dos en algun momento por la especie. Muchos de ellos
corresponden a humedales creados expresamente para la
ampliacion y mejora de su hébitat de reproduccion en los
ultimos 20 afos.

Los restantes seguimientos emprendidos se han enfo-
cado principalmente al censo del conjunto de especies de
las respectivas comunidades de anfibios en diversos en-
claves, y no sélo de sus especies catalogadas, cubriendo
una parte limitada del territorio navarro, que se extiende
entre la zona pirenaica, las sierras occidentales y el centro
de la provincia. La mayor parte de los seguimientos ha te-
nido lugar en espacios protegidos, como el Parque Natural
de las Sierras de Urbasa y Andia o las Zonas Especiales
de Conservacion (ZECs) de la sierra de Aralar y de Ron-
cesvalles-Selva de Irati (Gosa et al., 2019). No obstante,
alguno se ha dirigido al conjunto de la comunidad bajo el
paraguas de una especie protegida, como es el caso de
Ichthyosaura alpestris (Laurenti, 1768) en la sierra de Ara-
lar (Gosa, 2018), o de Calotriton asper (Duges, 1852) en el
Pirineo (Gosa et al., 2018a). El ultimo de los seguimientos
iniciados estéa teniendo lugar en la comunidad anfibia de
una zona no protegida, en los valles de Aranguren y Egués
(Gosa, 2020) (Fig. 1).

MATERIAL Y METODOS

Las estimaciones se obtuvieron siguiendo una meto-
dologia que ha sido ampliamente expuesta en estudios ya
publicados para las poblaciones navarras de anfibios y de
su entorno (véase por ejemplo Gosa et al., 2018b y 2019).
Resumiendo mucho, los registros, que en todos los casos
fueron diurnos, se obtuvieron basicamente siguiendo dos
metodologias diferenciadas, dependiendo del tipo de ha-
bitat donde se realizaran. En ambientes lénticos (charcas
u otros tipos de microhumedales, incluidos depdsitos ar-
tificiales) los datos se obtuvieron por observacion directa,
escuchas o capturas mediante mangueo con salabre. Los
muestreos se realizaron desde las orillas del humedal o en
su interior, en visitas repetidas a lo largo de la estacion re-
productora de los anfibios (generalmente entre finales de
invierno y comienzos de verano), durante varios afos, su-
cesivos 0 con periodos de descanso. El diametro mayor de
los humedales muestreados estuvo comprendido habitual-
mente entre 5y 30 metros. Se presté especial atencién a
la repeticion de las caracteristicas del censo en cada visi-
ta, dependiendo de los condicionantes de cada humedal,
para estandarizar la toma de registros y poder finalmente
aplicar en condiciones de fiabilidad las pruebas estadis-
ticas de comparacion de resultados interanuales y entre
humedales. Independientemente de la duracion de cada
visita, los resultados absolutos se trasformaron en abun-
dancias maximas (censo mayor obtenido en cualquiera de
las repeticiones) relativizadas a 20 minutos de muestreo en
cada humedal.

En ambientes léticos (cauces secundarios de montana)
los registros se obtuvieron siguiendo transectos en el in-
terior y orillas de los arroyos, en tramos seleccionados al
efecto de 150-600 metros de longitud. Como en el caso de
las charcas, se realizaron diversas visitas a cada cauce
durante la estacién reproductora de los anfibios, en afos
sucesivos 0 con periodos intermedios de descanso. Para
realizar los anélisis estadisticos en condiciones estandari-
zadas, los datos absolutos de abundancia méaxima obteni-
dos se trasformaron en indices kilométricos de abundancia
(IKA: nimero méaximo de individuos / km de cauce). Tanto
en charcas como en cauces los resultados de los censos
se calcularon y han sido expresados separadamente para
las dos fases vitales de los anfibios: la aérea (metamorfica,
juvenil y adulta) y la acuética (larvas).

Entre 1997 y 2020 las diversas subpoblaciones de R.
dalmatina fueron censadas entre una y cuatro o cinco ve-
ces por charca y afo, repitiéndose excepcionalmente los
censos en algunas masas de agua en siete, nueve o quin-
ce ocasiones. El nimero de charcas censadas por afio fue
variable, y en la mayor parte de subpoblaciones se superd
el numero minimo de diez, que puede ser una referencia a
tener en cuenta en cuanto a esfuerzo de prospeccion, para
obtener resultados fiables. Cuando no se alcanz6 ese um-
bral de humedales fue debido a la falta de disponibilidad
en la zona. La subpoblacion con menos charcas censadas,
por este motivo, fue la del valle de Odieta, que no superd
las cuatro masas de agua; por el contrario, en la subpo-
blacion de la ZEC Robledales de Ultzama y Basaburua se
llegd a censar en mas de 60 humedales (Gosa et al., 2013).
Los porcentajes medios de ocupaciéon de la especie en
las charcas fueron calculados introduciendo en la mues-
tra contabilizada las charcas que al menos un afo fueron
utilizadas para la reproduccion, aungue en afios sucesivos
no lo fueran, como consecuencia de la conducta metapo-
blacional del anfibio. Este uso indistinto de los humedales,
afio tras afo, y la progresiva creacion de humedales para
su reproduccion en la mayor parte de los territorios donde
esta presente, aconsejo reducir las diferentes comparacio-
nes estadisticas exclusivamente a las muestras de hume-
dales con presencia de la especie en, al menos, uno de
los afios censados, eliminando del computo los humedales
que, aun estando disponibles para la especie, nunca fue-
ron utilizados para la reproduccion. Los censos se estable-
cieron contabilizando el niumero de puestas realizadas por
las hembras en cada masa de agua durante los sucesivos
aflos de muestreo, de manera que las estimaciones pobla-
cionales se enfocaron al segmento de las hembras, siendo
expresadas generalmente en términos de numero medio
de puestas por charca / afio o para el conjunto de charcas
de cada subpoblacion.

En el Parque Natural de las Sierras de Urbasa y Andia
se censaron hasta 76 humedales al menos una vez, si bien
no todos ellos fueron muestreados todos los afos en que se
realizaron los censos, extendidos entre 2004, 2011 y 2013-
2018. En Urbasa se repitieron entre una 'y cinco veces en un
mismo afio, y en Andia entre una y tres. En la ZEC de la Sie-
rra de Aralar se censaron entre una y cinco veces por afo
hasta 27 humedales en 2004, 2016 y 2018, tampoco todos
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ellos en el mismo afio. En la ZEC de Roncesvalles-Selva
de Irati el muestreo se efectué anualmente entre 2011 y
2018 (excepto 2016), en tramos seleccionados de cinco
arroyos, que fueron visitados entre una y tres veces por
afo (Gosa et al., 2019). En Aranguren-EgUés se censaron
anualmente, entre 2017 y 2020, 27 masas de agua, de una
a nueve veces por afio (Gosa, 2020).

El analisis estadistico aplicado fue descriptivo, a partir
de la comparacion de medias interanuales en los distintos
territorios y poblaciones, mediante pruebas no paramétri-
cas (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) y paramétricas (ANO-
VA, test t).

RESULTADOS Y DISCUSION
Censo de Rana dalmatina

Para reproducirse, R. dalmatina ocup6 asiduamente los
humedales disponibles en cada subpoblacion, presentan-
do porcentajes medios muy diferentes entre ellas (Tabla 1;
Kruskal-Wallis: H = 27,01; P < 0,0001). El nimero de pues-
tas mostré diferencias significativas entre subpoblaciones
(Kruskal-Wallis. H = 24,54; P = 0,00006; Fig. 2), corres-
pondiendo el valor méas bajo a la subpoblacion de Odie-
ta, cuya media de puestas / charca fue significativamente
menor que en el resto de subpoblaciones (Mann-Whitney:
U=0-17; P <0,003), y el méas alto a la de la Cuenca de
Pamplona, donde superé las 40 puestas / charca (Tabla 2).
La media de puestas en Ultzama-Basaburua también fue
significativamente menor que en la Cuenca de Pamplona
(U=92; P=0,010).

Odieta Ullei\?n a Cuenca | Barranca ci%gs
Media 67,64 68,88 95,56 85,72 90,43
EE 6,46 3,83 2,30 3,97 3,42
N (afos) 17 21 22 17 23
Rango 0-100 | 42,42-100 | 66,67-100 | 50-100 50-100

Tabla 1. - Porcentaje medio de charcas/afio por subpoblacién con reproduc-
cion de Rana dalmatina, para el conjunto de afios censados en cada una.

N2 medio de puestas por charca / afio

ArgerTo GosA

En la subpoblacién de la ZEC Robledales de Ultzama
y Basaburua se produjeron variaciones significativas en el
numero de puestas por charca entre afios, resultando la
media menor en 2013 (8,15 puestas / charca) y la mayor
en 2019 (55,11 puestas / charca). Las mayores diferencias
se detectaron entre las medias de 2002 y las de 2005 a
2013, que fueron superiores en 2002, y las de 2017 frente a
las de 2006 y 2009 a 2013, que fueron igualmente superio-
res en 2017 (Mann-Whitney; Tabla 3). En el andlisis de esta
subpoblacion no se tuvo en cuenta ningun afo el nucleo
localizado en la Balsa de Auza (valle de Ultzama), el méas
densamente poblado de toda la ZEC Robledales de Ultza-
ma y Basaburua, porque solamente fue censado en dos
ocasiones durante la serie temporal de censos: 2004, cuan-
do se contabilizaron 398 puestas, y 2005, con 854 puestas.
Previamente a esta serie se habia censado en 1994, conta-
bilizandose entonces 638 puestas (Gosa, 1994).

A partir del niumero de puestas contabilizado en las
charcas de cada subpoblacién se hicieron estimaciones
del numero total de puestas en ellas y, aditivamente, en el
conjunto de la poblacién navarra (machos y hembras adul-
tos). La estabilidad de la sex-ratio conocida para la especie
en su ambito europeo fue ratificada para la poblacién nava-
rra, a partir de estimaciones realizadas en la subpoblacion
de la ZEC Robledales de Ultzama y Basaburua entre los
afios 2002 y 2007. La sex-ratio media obtenida, que fue de
2,16 machos por cada hembra (EE = 0,06; n = 5; rango:
2,00-2,31; Gosa y Sarasola, 2008), se utilizo en los distintos
célculos de los tamarios totales de machos en cada subpo-
blacion, asi como para el conjunto de la poblacion navarra.

Odieta Ullei!% a Cuenca | Barranca Cilczigs
Media 5,93 21,74 40,65 25,34 30,03
EE 0,91 2,58 5,94 4,19 3,73
N (afios) 8 20 18 17 17
Rango 1-9 | 8,15-55,11 | 11-107,5 | 3,3-64,19 4-53

Tabla 2. - Media de puestas por charca para cada subpoblacién de Rana
dalmatina en el conjunto de afos.
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Subpobla- a . Probabili-
cion Anos Mann-Whitney dad
2002 > 2005 a2 2013 U=545-1565 P <0,042
2005 < 2020 U=455 P=0,037
2006 < 2017, 2020 U=395-62 P < 0,041
ZEC Roble-
dales de 2009 < 2017 U=148 P=0,034
Ultzamay | 5910 2017, 2020 U=885-1335 P < 0,031
Basaburua
2011 < 2017, 2020 U=119,5-2045 P <0,046
2012 < 2017, 2020 U=103,5- 165 P <0,035
2013 < 2014, 2017,2020 | U=82-415 P < 0,030
La Barranca | 2014 > 2016, 2019 U=2-4 P < 0,037

Tabla 3. - Significacion estadistica de las diferencias en las medias del
numero de puestas / afio en las dos Unicas subpoblaciones de Rana dal-
matina donde se detectaron variaciones.

En los primeros afios de seguimiento (finales de la
década de 1990 e iniciales de la de 2000) no se censa-
ron todas las subpoblaciones. Salvo en la subpoblacién
de Odieta, donde el niumero de humedales fue siempre
muy pequefo, en las restantes se fueron introduciendo
progresivamente mas humedales en el seguimiento, que
en muchos casos se fueron creando dentro del programa
de conservacion de la especie. Por ello, se eliminaron de
la estimacion de la poblacion total esos primeros afios. El
aumento del numero de humedales considerados segun
avanzaba el seguimiento ha podido condicionar algunas
estimaciones de la poblacion total de los afios finales, pro-
duciendo algun tipo de sesgo que explicaria la apreciacion
de un posible crecimiento en alguna de las subpoblacio-
nes, pero la variabilidad de la presencia interanual de la
especie en los humedales, dada su conducta metapobla-
cional, ha podido, por el contrario, compensar hasta cierto
punto ese posible sesgo, de manera que, con la pruden-
cia debida, puede admitirse que los resultados sobre los
que se basa el andlisis de la tendencia de las poblaciones
resultan lo suficientemente fiables para explicar correcta-
mente la evolucion temporal de la especie en Navarra du-
rante las dos ultimas décadas.

Tamaiio estimado de la poblacion

6000

El tamafio medio de las subpoblaciones fue muy va-
riable, con diferencias altamente significativas entre ellas
(Kruskal-Wallis: H = 54,83; P < 0,00001). Sélo los tamarios
poblacionales medios en la Cuenca de Pamplona y La Ba-
rranca, de en torno a los 600 individuos, resultaron semejan-
tes (t = -0,078; P = 0,938). La subpoblaciéon mas numerosa
e importante de Navarra fue la de la ZEC Robledales de
Ultzama y Basaburua, superando en promedio los 1.200 in-
dividuos y acercandose algunos afos a los 3.000, sin incluir
en ningun caso los datos censales de la Balsa de Auza (Ult-
zama). Por el contrario, la subpoblacion de Odieta apenas
llegd a superar algun afio el centenar de individuos (Tabla
4). Sélo en los dos afos finales del seguimiento (2019-2020)
la estimacion total de la poblacion navarra de R. dalmatina
superd largamente los 5.000 individuos (Fig. 3).

Odieta Ullei?n a Cuenca | Barranca CE,E'E .
Media 40,11 | 1.299,45 | 616,00 638,76 227,78
EE 6,92 172,10 132,27 123,15 29,00
N (afos) 17 20 19 17 19
Rango 0-101 | 32-2.961 | 70-1.973 | 38-1.671 22-464

Tabla 4. - Tamafio medio de las subpoblaciones (machos y hembras adul-
tos) de Rana dalmatina a lo largo del periodo de seguimiento.

Censo de Calotriton asper en la ZEC Sierra de lllon-Foz
de Burgui

Calotriton asper es una especie cuyo seguimiento ha
tenido principalmente lugar en la ZEC pirenaica de Ron-
cesvalles-Selva de lIrati, dentro del programa de censos
desarrollado en ella para el conjunto de su comunidad de
anfibios. Ahora bien, en otra ZEC pirenaica, la de la Sie-
rra de lllén-Foz de Burgui se ha seguido la especie en tres
afos repartidos entre 2012 y 2018 (Gosa et al., 2018a). El
censo se llevd a cabo en un tramo del Barranco de la Foz
(Benasa), afluente del rio Salazar, y si bien la serie temporal
es todavia muy corta, los datos de los indices kilométricos
de abundancia de adultos obtenidos no detectan tendencia
negativa en la poblacion instalada en ese cauce (Tabla 5).

5000
4000
3000

2000

1000 N

= QOdieta

La Barranca e=7EC Codés

===Z7EC Robledales Ultzama === Cuenca Pamplona

=—=Total Navarra

Fig. 3. - Estimacion de la evolucion del tamario
total (machos y hembras) de las subpoblaciones
y del conjunto de la poblacién navarra de Rana
dalmatina durante los afios de seguimiento.
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ADULTOS 2012 2013 2018 vas (Kruskal-Wallis: H = 50,03; P < 0,0001; Fig. 4). Las méas

- - - abundantes fueron las de ciertos tritones, en especial la de
%5;,2::*;;%?.2‘32;?2 deBurgui | 6226 | 5253 | 11211 L. helveticus, que presenté una media interanual superior
Tabla 5. - Abundancias méximas de Calotriton asper adultos (IKA: n° indi- a los 80 individuos por charca ob'servadc_)is en 20 r,antO.S
viduos / km de cauce) obtenidas en tres afios de censo poblacional en la de muestreo. Ichthyosaura alpestris también mostr6 densi-
ZEC Sierra de lllon-Foz de Burgui. dades relativamente altas (Tabla 6).

De las poblaciones larvarias solo se dispuso de cen-
Censos de anfibios en espacios protegidos s0s para un maximo de tres afios (2004, 2011 y 2017). El
numero de humedales donde se realizaron vari¢ interanual-

P Natural de | i Andi
arque Natural de las Sierras de Urbasa y Andia mente, entre 2 y 4 para Salamandra salamandra (Linnaeus,

El seguimiento de anfibios en el Parque Natural de 1758), 7y 22 para L. helveticus, 5y 10 para T. marmoratus,
las Slerras~de Urbasa y Andia se llevd a cabo a I? largo 4y 11 para I. alpestris, 7 y 20 para A. obstetricans, 4 para
de ocho afios entre 2004, 2011y 2013-2018 (Cosa et al., E. calamita, 3 para Pelodytes punctatus (Daudin, 1802), 3
2018b). El nimero de humedales donde se realizaron los y 13 para H. molleri, 2'y 9 para Rana temporaria Linnaeus,
censos de las poblaciones adultas en los diferentes afios 1758y 7 para P. perezi. Las abundancias méximas medias
vario en cada especie, fluctuando entre 3'y 23 para Lisso- no presentaron variaciones entre especies (Kruskal-Wallis:
triton helveticus (Razoumowsky, 1789), 3y 19 para Triturus H = 12,85; P = 0,169; Fig. 4), si bien las mayores corres-
marmoratus (Latreille, 1800) e Ichthyosaura alpestris, 3 y pondieron a A. obstetricansy H. molleri (Tabla 6).

13 para Alytes obstetricans (Laurenti, 1768), 0 y 4 para
Bufo spinosus Daudin, 1803, 0 y 7 para Epidalea calamita

(Laurenti, 1768), 1y 8 para Hyla molleri (Bedriaga, 1889) y ZEC de la Sierra de Aralar

3y 19 para Pelophylax perezi (Seoane, 1885). Dichas po- El seguimiento en la ZEC de la Sierra de Aralar se llevo
blaciones presentaron tasas de abundancia maxima me- a cabo a lo largo de cuatro afios (2004, 2016, 2018 y 2020),
dia con diferencias interespecificas altamente significati- si bien no todas las especies fueron censadas en todos
Urbasa-Andia larvas Urbasa-Andia adultos
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Fig. 4. - Abundancias méaximas medias interanuales de las poblaciones adultas y larvarias en el Parque Natural de las Sierras de Urbasa y Andia (20 minutos de
muestreo). Ssal: Salamandra salamandra; Lhel: Lissotriton helveticus, Tmar: Triturus marmoratus; lalp: Ichthyosaura alpestris; Aobs: Alytes obstetricans; Bspi:
Bufo spinosus; Ecal: Epidalea calamita; Ppun: Pelodytes punctatus, Hmol: Hyla molleri; Rtem: Rana temporaria; Pper: Pelophylax perezi.

ADULTOS Ssal Lhel Tmar lalp Aobs Bspi Ecal Ppun Hmol Rtem Pper

Media 82,36 4,27 26,57 2,07 0,31 0,57 0,30 4,68

EE 12.94 1,20 5,34 0,92 0,13 0,37 0,15 0,89

N (afios) 8 8 8 8 8 8 8 8

Rango 26,78- 0,40- 7,33- 0-7,92 0-1 0-2,33 0-1 1-9
127,33 10,66 46,33

LARVAS

Media 8,75 48,60 2,44 17,25 90,60 52,37 25 68,03 20,99 3,92

EE 1,77 13,31 1,07 8,36 47,91 49,87 25 61,31 4,61 3,35

N (afios) 3 3 3 3 3 2 2 3 3 2

Rango 6,5-12,25 | 23,42- 0,3-3,6 1,27- 32,05- 2,5 0-50 6,07- 12,55- | 0,57-7,28
68,68 29,50 185,57 102,25 190,66 28,44

Tabla 6. - Abundancias méaximas medias de las poblaciones adultas y larvarias para el conjunto de afios de seguimiento en el Parque Natural de las Sierras de
Urbasa y Andia. Ssal: Salamandra salamandra; Lhel: Lissotriton helveticus; Tmar: Triturus marmoratus; lalp: Ichthyosaura alpestris, Aobs: Alytes obstetricans,
Bspi: Bufo spinosus; Ecal: Epidalea calamita; Ppun: Pelodytes punctatus; Hmol: Hyla molleri; Rtem: Rana temporaria; Pper: Pelophylax perezi.
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ellos. El nimero de humedales donde interanualmente fue-
ron censadas las especies fue variable, fluctuando en las
poblaciones adultas entre los 7 y 15 para L. helveticus, 2
y 7 para T. marmoratus, 7'y 11 para I. alpestrisy 2 'y 6 para
R. temporaria. Los censos mas destacados afectaron prin-
cipalmente a las poblaciones de tritones. Las abundancias
méaximas medias presentaron diferencias muy significativas
entre especies (F, ,, = 10,39; P = 0,002; Fig. 5), siendo la de
L. helveticus la poblacion con mayores densidades medias
por charca, superando los 45 individuos. La de /. alpestris
también presentd abundancias relativamente altas (Tabla 7).

zados de manera dispar por las poblaciones adultas de las
especies, con estimaciones significativamente diferentes
(véase Gosa et al., 2018b). La especie mas recurrente en
los arroyos fue C. asper, detectada en todos ellos durante la
mayor parte de afios con abundancias maximas que sobre-
pasaron con frecuencia los 100 individuos / km en la mayor
parte de ellos (Tabla 8). Se detectaron pocas variaciones
entre afos para todas las poblaciones (Gosa et al., 2018b).

La deteccion de individuos adultos de las especies que
solo acuden al agua de los arroyos durante la estacion re-
productora se hizo dificil, por no coincidir plenamente el pe-
riodo de censo con su presencia en los mismos o no haber-
se realizado en horas nocturnas (las de maxima actividad
de los anfibios), lo que sin duda habra producido sesgos
a la baja en las estimaciones. Sin embargo, la deteccion y
censo de poblaciones larvarias en condiciones normales
demostré el uso habitual que las especies hicieron de los
arroyos para reproducirse. El censo de las poblaciones en
fase acuatica sirvié para compensar de alguna manera el
déficit detectado en las poblaciones adultas, complemen-
tando las estimaciones. Como en las poblaciones adultas,
las larvarias utilizaron igualmente de manera variable los
cauces, produciéndose entre ellas estimaciones significa-
tivamente diferentes (véase Gosa et al., 2018b). Un grupo
amplio de especies (B. spinosus, A. obstetricans, S. sala-
mandra, Rana pyrenaica Serra-Cobo, 1993) mantuvo po-

Los tamarfios de muestra de los humedales donde se
censaron las poblaciones larvarias fluctuaron interanual-
mente entre 4 y 7 para S. salamandra, 6 y 11 para A. obs-
tetricans 'y 5y 11 para R. temporaria. Las tasas de abun-
dancia maxima media fueron significativamente diferentes
entre especies (Fz9 = 23,62; P = 0,0002; Fig. 5), siendo las
menores las de S. salamandra (Tabla 7).

ZEC de Roncesvalles-Selva de Irati

Los censos en la ZEC de Roncesvalles-Selva de Irati
abarcaron el periodo comprendido entre 2011 y 2018, con
la excepcion de 2016, afio en que no pudieron realizarse. El
seguimiento, expresado en forma de IKA (n° de individuos /
km de cauce), se efectud en cinco arroyos, que fueron utili-

Aralar larvas Aralar adultos
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Fig. 5. - Abundancias méaximas medias interanuales de las poblaciones adultas y larvarias en la ZEC de la Sierra de Aralar (20 minutos de muestreo). Ssal:
Salamandra salamandra; Lhel: Lissotriton helveticus; Tmar: Triturus marmoratus; lalp: Ichthyosaura alpestris; Aobs: Alytes obstetricans; Rtem: Rana temporaria.

ADULTOS Ssal Lhel Tmar lalp Aobs Rtem
Media 45,67 1,42 17,95 10,16
EE 11,47 1,28 6,43 5,73
N (anos) 4 3 4 3
Rango 23,88-78 0-4 10,12-37,14 1,5-21

LARVAS
Media 7,65 67,43 86,30
EE 1,65 17,71 29,54
N (anos) 4 4 4
Rango 3,42-11,50 39,40-113,71 49,18-173,85

Tabla 7. - Abundancias maximas medias de las poblaciones adultas y larvarias para el conjunto de afios de seguimiento en la ZEC de la Sierra de Aralar. Ssal:
Salamandra salamandra; Lhel: Lissotriton helveticus; Tmar: Triturus marmoratus; lalp: Ichthyosaura alpestris; Aobs: Alytes obstetricans; Rtem: Rana temporaria.
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IKA/Adultos
Arroyo Aio Ssal Casp Lhel Aobs Bspi Rtem Rpyr
2011 0 193 2 2 4 2
2012 0 180 2 0 0 0
2013 0 153 0 0 0 0
Erlan 2014 0 75 0 0 0 0
2015 0 128 0 0 0 0
2017 2 145 0 0 0 0
2018 0 396 13 0 0 0
2011 0 491 0 0 0
2012 0 0 0 0 0
2013 0 90 9 0 0
Morate 2014 0 42 0 0 5
2015 0 132 5 0 5
2017 0 24 0 0 5
2018 9 198 0 5 0
2011 0 15 2 2 0
2012 0 0 0 0 0
2013 0 4 4 2 0
Zabaleta 2014 2 0 0 0 0
2015 0 0 20 2 0
2017 0 4 0 0 2
2018 11 15 9 0 2
2011 50 71 29 21 17 8 4
2012 0 50 0 0 0 0 0
2013 0 0 8 0 0 0 0
Loibeltza 2014 0 0 4 0 0 0 0
2015 0 0 37 0 8 0 0
2017 0 33 17 0 4 4 0
2018 17 120 50 4 95 8 54
2011 38 0 16 0 9 4 13
2012 0 4 7 0 0 0 0
2013 0 16 36 0 27 0 0
Ler 2014 0 0 7 0 0 0 0
2015 0 0 0 0 0 0 0
2017 0 4 0 0 16 0 25
2018 0 56 67 2 2 2 2

Tabla 8. - Abundancia méxima (IKA: n° individuos / km de cauce) interanual de las poblaciones adultas de las distintas especies en los cinco arroyos donde se
realizaron los censos en la ZEC de Roncesvalles-Selva de Irati (Erlén, Morate, Zabaleta, Loibeltza y Ler). Ssal: Salamandra salamandra; Casp: Calotriton asper,
Lhel: Lissotriton helveticus; Aobs: Alytes obstetricans; Bspi: Bufo spinosus; Rtem: Rana temporaria; Rpyr: Rana pyrenaica.

blaciones larvarias en la mayor parte de los arroyos durante
el periodo censado, sin presentar variaciones apreciables
a lo largo del mismo (Gosa et al., 2018b). De manera recu-
rrente se estimaron poblaciones de B. spinosus con mas de
2.000 larvas / km, en diversos cauces (Tabla 9).

Censos de anfibios en espacios no protegidos
Valles de Aranguren y Egliés

El Unico enclave no protegido donde se han realizado
censos para el conjunto de la comunidad anfibia se ubica

en plena matriz cerealista de la Navarra Media, caracte-
rizada por una pérdida histérica de humedales, que ha
debido debilitar sus poblaciones, y en un ambiente domi-
nado por el uso de agroquimicos. La creacion de humeda-
les para la reproduccion de anfibios, en una zona de los
valles de Aranguren y Egliés muy proxima a la Cuenca de
Pamplona (Fig. 1), ha tenido como objeto revertir esta sos-
pecha de déficit en el habitat de estas especies. La realiza-
cion de censos, aunque se encuentren en su etapa inicial
por lo reciente de su puesta en préactica (2017), aclarara
en el futuro el estado de conservacion de la comunidad.
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IKA/Larvas
Arroyo Ano Ssal Casp Lhel Aobs Bspi Rtem Rpyr
2011 17 2 436 10476 4 164
2012 44 0 526 7453 0 476
2013 101 0 451 910 0 10
Erlan 2014 2 0 38 67 0 46
2015 31 0 117 9992 0 63
2017 10 0 134 7985 0 0
2018 145 2 283 2218 0 52
2011 137 0 259 19 1929
2012 52 0 401 208 623
2013 33 0 599 42 24
Morate 2014 0 0 0 0 14
2015 156 0 179 0 241
2017 57 0 208 5 245
2018 193 9 47 28 104
2011 1409 0 0 15
2012 281 0 2 4
2013 492 0 0 0
Zabaleta 2014 393 0 0 0
2015 519 0 0 0
2017 466 2 15 0
2018 1099 0 0 0
2011 705 0 1095 3062 37
2012 490 0 212 2154 0
2013 1585 0 755 8 46
Loibeltza 2014 62 0 237 502 17
2015 627 0 676 432 0
2017 245 0 1158 1627 0
2018 427 108 950 54 4
2011 681 2 0 346 112 199 4308
2012 141 0 0 533 4513 0 1319
2013 647 0 22 411 2254 0 221
Ler 2014 179 0 0 98 973 0 1103
2015 98 0 85 480 9190 0 1299
2017 51 0 0 636 14324 0 31
2018 933 0 85 906 8328 0 214

Tabla 9. - Abundancia méxima (IKA: n° individuos / km de cauce) interanual de las poblaciones larvarias de las distintas especies en los cinco arroyos donde
se realizaron los censos en la ZEC de Roncesvalles-Selva de Irati (Erlén, Morate, Zabaleta, Loibeltza y Ler). Ssal: Salamandra salamandra; Casp: Calotriton
asper; Lhel: Lissotriton helveticus; Aobs: Alytes obstetricans; Bspi: Bufo spinosus; Rtem: Rana temporaria; Rpyr: Rana pyrenaica.

En los cuatro afos censados el numero de humedales ha
fluctuado ligeramente entre 18 y 27, en funcién del ritmo
de creacion de los mismos e incluyendo todos los afios un
pequefio numero de humedales preexistentes. Cada es-
pecie fue censada en un nimero variable de humedales,
fluctuando entre los 11y 18 en las poblaciones adultas de
L. helveticus, 2 'y 4 para las de P. punctatus, 0y 3 para las
de B. spinosus, 0y 2 para las de E. calamita, 1y 2 para
las de H. molleriy 11y 23 para las de P. perezi. Los bajos
numeros de humedales en diversas especies denotaban
el ritmo de acceso a las mismas, que se esta produciendo

escalonadamente, lo que podria corroborar la sospecha
inicial de dispersion y/o escasez en la zona. Las abundan-
cias maximas medias no presentaron diferencias significa-
tivas entre especies a lo largo de los cuatro afios (F,, =
2,667; P = 0,137; Fig. 6), siendo P. perezi la que alcanzé
mayores densidades medias por charca, superando los 25
individuos (Tabla 10).

El numero de humedales donde se censaron las pobla-
ciones larvarias también fluctud entre afios. Las de L. hel-
veticus, entre 13y 24, las de T. marmoratus entre 1y 4, las
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Fig. 6. - Abundancias maximas medias interanuales de las poblaciones adultas y larvarias en los valles de Aranguren y Egtiés (20 minutos de muestreo). Lhel:
Lissotriton helveticus; Ppun: Pelodytes punctatus; Bspi: Bufo spinosus; Pper: Pelophylax perezi.

ADULTOS Lhel Ppun Bspi Pper
Media 9,69 6,16 25,50
EE 1,48 2,81 9,93
N (afios) 3 4 4
Rango 8,05-12,66 0-13,50 10,04-51,90

LARVAS
Media 63,03 18,87 48,98 53,70
EE 17,84 6,09 20,33 23,40
N (ahos) 4 4 3 4
Rango 32,1-114,29 | 7,66-32,33 | 8,75-74,20 | 8,1-119,22

Tabla 10. - Abundancias maximas medias de las poblaciones adultas y lar-
varias para el conjunto de afios de seguimiento en los valles de Aranguren
y Egués. Lhel: Lissotriton helveticus; Ppun: Pelodytes punctatus; Bspi: Bufo
spinosus; Pper: Pelophylax perezi.

de P. punctatus entre 3y 4, las de B. spinosus entre 3y 5
y las de P. perezientre 8 y 14. Los nimeros de humedales
utilizados para la reproduccion certifican la importancia de
la colonizacion que se esta produciendo en estos primeros
anos de seguimiento, tras la construccion de las masas
de agua. No se registraron diferencias significativas entre
las respectivas abundancias medias de las especies (F, |,
= 1,203; P = 0,354, Fig. 6). Las mayores densidades las
alcanzaron las que presentan una mayor capacidad de co-
lonizacién, como L. helveticus'y P. perezi (Tabla 10).

CONCLUSIONES

Para que los censos poblacionales de anfibios cumplan
Sus objetivos se requieren series temporales de larga dura-
cién en la recogida de datos. No existen plazos prefijados
fiables que demuestren la efectividad de los mismos, por
lo que poner, por ejemplo, un plazo minimo de diez afios
puede resultar insuficiente (véase Montori, 2023), dada la
gran variabilidad que incluso de forma natural presentan
las poblaciones de muchas especies de anfibios, lo impre-
decible de los factores ambientales de los que dependen
y la intensidad de los efectos de multiples afecciones que
continuamente se estan descubriendo, que pueden redu-
cir notablemente cuando no producir errores graves en la

interpretacion de los resultados. Por todo ello, en sélo diez
afios de seguimiento muchos de estos fendmenos pueden
quedar encubiertos o pasar entera o parcialmente desa-
percibidos o no suficientemente conocidos, de manera que
lo mas aconsejable es prolongar los censos durante de-
cenios. Ello conlleva numerosas dificultades, que deberan
ser afrontadas por los equipos de seguimiento implicados
en el estudio y conservacion de las poblaciones. La conse-
cuencia mas generalizada de todo esto es que los censos
deben ser interpretados, en general, de forma muy pruden-
te, aunque de ellos se deriven las necesarias y posteriores
decisiones para la gestion de las poblaciones.

El seguimiento poblacional de anfibios emprendido en
Navarra muestra, en términos generales, su juventud. Sélo
el de Rana dalmatina cuenta, para alguno de sus territo-
rios de colonizacion, con un par de decenios de actuacion,
de los que parece extraerse una interpretacion de estabi-
lidad para el conjunto de su poblacion. El fundamento de
la misma estaria en el abandono de las politicas forestales
de gestion de los robledales, que parecen definitivamente
eliminadas en cuanto a su sustituciéon por espacios culti-
vados, y a la recuperacion emprendida con fuerza de los
habitats de reproduccioén, en forma de charcas de nueva
creacion diseminadas estratégicamente en buena parte de
los territorios de las subpoblaciones regionales de la espe-
cie. La linea a seguir ya ha sido abierta, se cuenta con una
serie temporal de seguimiento de cierta relevancia, que pa-
rece consolidarse desde la administracion autondmica. El
asentamiento del programa de conservacion debera pasar
en el futuro por la conexién espacial de los nucleos pobla-
cionales dispersos, lo que no se antoja tarea facil, dado el
modelo de ordenacion territorial vigente, que ha generado
extensas areas de monocultivos que suponen barreras rea-
les al desplazamiento natural de la especie. La recupera-
cién de un hébitat forestal adecuado para sus requerimien-
tos ecologicos, junto con la instalacion de humedales en
areas estratégicas de interconexion, debera ser explorada
desde ahora para asegurar la vigencia y consolidacion del
modelo de gestion emprendido.

El censo poblacional aplicado al conjunto de especies
caracterizadoras de los diversos territorios ocupados por
los anfibios se encuentra diseminado por zonas de Navarra
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que no alcanzan a su totalidad, pero si al menos a partes
representativas de las tres regiones biogeograficas con
las que cuenta. De ello pueden extraerse interpretaciones
incipientes del estado de sus poblaciones, aunque en es-
tos casos no se cuente con censos tan prolongados como
los de la especie anterior. Los censos apenas superan los
diez afios de edad, por lo que deben afrontarse en términos
muy prudentes, por todo lo anteriormente expuesto. Gene-
ralmente ofrecen resultados que no detectan modificacio-
nes apreciables en la situacion de las poblaciones, desde
el inicio de los mismos, tanto en el sentido de crecimiento
como en el de decrecimiento. En algunos casos pueden
apreciarse descensos significativos, que solo podran ser
evaluados de forma correcta con la prolongacion temporal
de los registros. La via abierta para el seguimiento de co-
munidades de anfibios en areas no protegidas y profunda-
mente alteradas, como la que se esta poniendo en practica
en la zona de Aranguren-Eglés, necesariamente debera
consolidarse en el tiempo, pudiendo ofrecer resultados
contrastables con la situacion de esas mismas especies en
los espacios protegidos, donde reside el mayor esfuerzo
de seguimiento hasta el momento, que hace de ellos los
territorios mas explorados con ese objetivo.
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Seguimiento de las poblaciones de tritones
torrenticolas Calotriton aspery Calotriton arnoldi.
Marco conceptual y casos practicos

Monitoring of Calotriton asper and Calotriton arnoldi stream-dwelling
newt populations, a conceptual framework and practical cases

Albert Montori'
' Life Trité del Montseny-Diputacié de Barcelona - GRENP. Centre de Recerca i Educacio Ambiental de Calafell (GRENP-A]. De Calafell). Segur de
Calafell. Barcelona. Correspondencia: amontori@gmail.com

RESUMEN

Existen distintas metodologias para conocer tendencias poblacionales, detectar declives y disponer de los elementos de diagnosis nece-
sarios para la gestion de poblaciones y especies. Hasta hace poco muchos seguimientos soélo valoraban el estado de las poblaciones com-
parando distribuciones. Sin embargo, es necesario realizar seguimientos a largo plazo teniendo en cuenta que una gran parte de las especies
de anfibios tienen una estructura metapoblacional. Estos seguimientos se basan en el censo de ejemplares en los puntos de reproduccién por
deteccioén de cantos, conteo visual o captura de larvas. Este tipo de metodologia es muy Util para especies que habitan fundamentalmente
medios Iénticos. La dificultad de localizar los ejemplares adultos y sus larvas en medios acuaticos redfilos obliga a realizar seguimientos muy
especificos. En este estudio se presentan la metodologia empleada en el seguimiento durante 21 afos de una poblacién de Calotriton asper
(Duges, 1852) en el Parc Natural del Cadi-Moixer6 (Barcelona, Girona y Lleida) y la usada para la caracterizacion de todas las poblaciones del
Parque, con el objetivo de determinar las poblaciones clave para realizar seguimientos a largo plazo con costes asumibles. Se describen las
distintas tipologias de seguimiento utilizadas en las poblaciones de Calotriton arnoldi Carranza & Amat, 2005 dentro del Proyecto Life Tritd del
Montseny, y finalmente se exponen los criterios y la metodologia de seguimiento utilizados en el proceso de creacién de nuevas poblaciones
de esta especie catalogada como en peligro critico.

PALABRAS CLAVE: Calotriton, tritones, Urodela, seguimiento, Cadi-Moixerd, Montseny.

ABSTRACT

There are a variety of methodologies to analyse population trends, detect declines in such trends and to obtain the necessary diagnostic
elements for the management of populations and species. Until recently, most monitoring methodologies were limited to assessing the species
status and comparing distributions. However, long-term monitoring are needed because a large part of amphibian species has a metapopu-
lational structure. These surveys are based on the census of specimens in the reproduction habitats by means of the detection of calls, visual
counting or larvae capture. This methodology has proven quite useful for species that mainly inhabit lentic environments. The difficulty of loca-
ting adult specimens and their larvae in rheophilic aquatic environments requires very specific monitoring surveys. In this study, we present the
methodology used during a 21-year survey of one population of Calotriton asper (Dugés, 1852) in the Cadi-Moixerd Natural Park (Barcelona,
Girona and Lleida). In addition, we present the methodology used for the characterization of all the populations of the Park in order to determine
which streams could be considered key-populations in order to carry out long-term surveys at affordable costs. We then go on to describe
the different monitoring surveys designed for Calotriton arnoldi Carranza & Amat, 2005 populations within the “Life Trité del Montseny Project”.
Finally, we present the criteria and survey methodology used in the process of creating new populations of this species categorized as critically
endangered.

KEY WORDS: Calotriton, newts, Urodela, survey, Cadi-Moixerd, Montseny.

LABURPENA

Metodologia desberdinak daude populazio-joerak ezagutzeko, gainbeherak detektatzeko eta populazioak eta espezieak kudeatzeko be-
harrezkoak diren diagnostiko-elementuak edukitzeko. Duela gutxi arte jarraipen askok populazioen egoera baloratzen zuten, soilik banaketak
alderatuz. Hala ere, beharrezkoa da epe luzerako jarraipenak egitea, anfibio-espezie askok egitura metapoblazionala baitute. Jarraipen horien
oinarria ugaltze-puntuetako aleen errolda da, kantuak hautemanez, aleen zenbaketen bidez edo larbak harrapatuz. Metodologia mota hori
oso erabilgarria da, batez ere ingurune lentikoetan bizi diren espezieentzat. Ale helduak eta larbak uretako ingurune erreofiloetan aurkitzea
zaila denez, jarraipen oso espezifikoak egin behar dira. Azterlan honetan Calotriton asper (Duges, 1852) espezieko populazio baten 21 urteko
jarraipenean erabilitako metodologia aurkezten da, Cadi-Moixeréko Parke Naturalean (Bartzelona, Girona eta Lleida). Horrez gain, parkeko
populazio guztien karakterizazioan erabilitako metodologia ere deskribatzen da, epe luzerako jarraipenak kostu onargarriekin egiteko funtsezko
populazioak zehazteko helburuarekin. Montsenyko Life Tritd proiektuaren barruan Calotriton arnoldi Carranza & Amat 2005 populazioetan erabi-
litako desberdinak deskribatzen dira. Gainera arrisku kritikoan katalogatutako espezie horren populazio berriak sortzeko prozesuan erabilitako
jarraipen-irizpideak eta -metodologia azaltzen dira.

GAKO-HITZAK: Calotriton, uhandreak, Urodela, jarraipena, Cadi-Moixerd, Montseny.
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INTRODUCCION

Fue en la pasada década de 1980 cuando los investi-
gadores en el campo de la herpetologia empezaron a ha-
cerse eco del alarmante descenso de las poblaciones de
anfibios a nivel mundial, e incluso de la desaparicion de
alguna de ellas. El problema de cémo abordar el supues-
to declive era que no existian seguimientos a largo plazo
de las poblaciones naturales que evidenciaran con datos
robustos este aparente declive, ya que eran conocidas las
grandes fluctuaciones temporales que de forma natural su-
fren las poblaciones de anfibios, y aun ahora sigue siendo
dificil discernir estas variaciones de las debidas a cambio
global (Tejedo, 2003). Si bien es cierto que en la bibliogra-
fla cientifica ya se habian referenciado algunas desapa-
riciones (Wright y Wright, 1949; Bragg, 1960; Jennings y
Hayes, 1985), fue necesario que Houlahan et al. (2000) y
Gardner (2001) recopilaran todos los datos y seguimientos
existentes para proporcionar la evidencia cientifica de que
los anfibios estaban desapareciendo en todo el planeta.

El declive generalizado de especies es particularmen-
te grave en los anfibios ya que, actualmente, aproximada-
mente un 41% de las especies estan amenazadas (IUCN,
2020). El estado critico de los anfibios se debe en gran
parte a su vulnerabilidad, como consecuencia de su pecu-
liar ciclo de vida. Con una fase larvaria acuatica y una fase
terrestre adulta en muchos casos, los anfibios son vulnera-
bles a los impactos que afectan a ambos medios.

No es el motivo central de este articulo desarrollar las
multiples causas que se han aducido para explicar el de-
clive de los anfibios: la alteracion, la fragmentacion y pérdi-
da de habitat que causan la fragmentacion y el aislamiento
de las poblaciones, o la pérdida de calidad ambiental de
los ecosistemas, bien sea por la degradacion, la contami-
nacion de los sistemas acuaticos y humedos en general,
que dificultan la reproduccion, el desarrollo y la supervi-
vencia de los anfibios. A estas causas de disminucion de
su biodiversidad hay que afadir también otros motivos de
origen mas reciente, como el aumento de las especies
exdticas, la pérdida de conectividad ecoldgica, el aumento
de la radiacion ultravioleta, el cambio climatico vy, ultima-
mente, la aparicion de enfermedades emergentes (Galan,
1999; Bosch et al., 2001; Pleguezuelos et al., 2002; Temple
y Cox, 2009; Catenazzi, 2015).

El estudio de los sistemas naturales es muy complejo,
debido al gran numero de variables que intervienen en los
procesos y que dificultan una visiéon global y temporal de
las tendencias o del estado de la biodiversidad (Nicholson
y Possingham, 2006). La solucion adoptada y aceptada
de forma general es la utilizacion de indicadores (espe-
cies, comunidades, grupos taxonémicos, procesos, etc.),
como una estrategia para evaluar el estado de la biodi-
versidad, detectar cambios y el cumplimiento de objetivos
de conservacion planteados (Rodrigues y Brooks, 2007).
Estos indicadores permiten evaluar total o parcialmente los
sistemas ecoldgicos, por lo que pueden ser considerados
como estimadores de la biodiversidad de un sistema, ac-
tuando a diferentes niveles jerarquicos (genes, especies,
poblaciones, comunidades y paisajes) y determinando sus
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diferentes componentes (composicién, estructura y fun-
cion; Isasi-Catalg, 2011).

La aceptacion de los indicadores como herramientas
vélidas de evaluacion de los sistemas se basa en el su-
puesto de que el analisis parcial de los elementos de un
sistema natural y su inclusion en los programas de gestion
nos sirven como elementos de monitorizacion de los cam-
bios del mismo (Noss, 1990; Dale y Beyeler, 2001). Para
que esto sea efectivo los indicadores deben cumplir con
ciertas caracteristicas, tales como: proporcionar respues-
tas tempranas sobre la presencia de una amenaza, detec-
tar su causa, proporcionar informacion efectiva, eficiente,
facilmente estimable y robusta (Noss, 1990; Dale y Be-
yeler, 2001; Isasi-Catalg, 2011). Entre los indicadores mas
ampliamente utilizados se encuentran los seguimientos a
nivel de especie, basados en el estudio de las poblaciones
y de la dinamica que las caracteriza como elementos de
deteccion de factores de cambio en los sistemas naturales
(Noss, 1990; Redford et al., 2003).

El presente estudio tiene como objetivo el recono-
cimiento de la importancia y necesidad de realizar se-
guimientos de las poblaciones de anfibios, exponiendo
distintas metodologias necesarias para poder conocer
tendencias, detectar declives y tener los elementos de
diagnosis necesarios para elaborar predicciones y planes
de gestion de poblaciones y especies en las fases iniciales
de la deteccion de una amenaza o impacto. Sin embargo,
no existe una unica tipologia de seguimiento por lo que la
metodologia a utilizar dependeréa de la especie, la comuni-
dad, el habitat o de los objetivos que se pretendan conse-
guir. Lo que sf es evidente es que detectar y actuar en las
fases iniciales de la aparicion de una amenaza o declive es
clave para poder revertir el problema.

Aunque en los parrafos anteriores ya queda clara la
importancia de realizar seguimientos, la pregunta que sur-
ge siempre, y mas en un grupo zooldgico tan denostado
como el de los anfibios, es: jPor qué debemos hacer se-
guimientos?

Intentaremos responder a esta pregunta en primer lu-
gar y acto seguido focalizaremos el trabajo en las caracte-
risticas generales de los seguimientos, para mas adelante
describir las caracteristicas especiales de los seguimien-
tos de los anfibios torrenticolas con tres ejemplos practicos
llevados a cabo sobre dos especies de urodelos, el triton
pirenaico (Calotriton asper) y el triton del Montseny (Calo-
triton arnoldi). Estas dos especies precisan seguimientos
sustancialmente distintos a los del resto de anfibios, por
tratarse de especies que viven principalmente en medios
redfilos, aunque el tritdn pirenaico pueda ocupar secunda-
riamente ambientes lénticos de alta montania.

¢POR QUE DEBEMOS REALIZAR SEGUIMIEN-
TOS DE ANFIBIOS?

En primer lugar, y apelando al pragmatismo, porque
actualmente existe una obligacion legal. La legislacion eu-
ropea en materia de medio ambiente y las distintas leyes y
normativas a niveles estatal y autonémico obligan a reali-
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zar seguimientos de determinadas especies y habitats, asi
como planes de gestion y de recuperacion de las espe-
cies en peligro (Articulo 17 de la Directiva 92/43/CEE, de
Hébitats; Catalogo y Listado (Ley 42/2007, Real Decreto
139/2011) e Inventario Espafiol del Patrimonio Natural y
de la Biodiversidad (Ley 42/2007, Real Decreto 556/2011),
por ejemplo). Pero es que, ademas, actualmente el 41%
de las especies de anfibios estan catalogadas dentro de
alguna de las categorias de amenaza consideradas por la
Unioén Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN, 2020); y no solo eso, sino que desde el inicio de
sus informes y valoraciones mas de 400 especies de an-
fibios han aumentado su categoria de amenaza, mientras
que solo cinco la han mejorado. Esto hace que tengamos
también una obligacion ética de realizar seguimientos ya
que, por una parte hace unos 350 millones de afios que los
anfibios modernos (Lissamphibia) ocupan nuestro planeta
y, por otra, en la mayor parte de los casos este declive o
extincion es debido a factores exclusivamente antrépicos.

Por otra parte, los anfibios se postulan como el grupo
de vertebrados méas adecuado para realizar seguimientos
que nos permitan detectar alteraciones del sistema. Son
los bioindicadores de cambio mas robustos, debido fun-
damentalmente a tres caracteristicas propias:

e Son muy vulnerables a los cambios ambientales como
consecuencia de la complejidad de su ciclo biolégico,
a caballo entre el medio terrestre y el acuatico. Su par-
ticular biologia hace que los anfibios sean sensibles a
las alteraciones o cambios en los dos sistemas.

e Son elementos clave de la cadena tréfica. Ocupan
una posicion intermedia en las redes tréficas, al ser
al mismo tiempo presas y depredadores. Ademas,
las larvas de los anuros se sitian en la base de la
“piramide trofica”, al ser muchos de ellos fundamen-
talmente consumidores primarios.

e | a permeabilidad de su piel los convierte en bioin-
dicadores de la salud de los ecosistemas, especial-
mente de la calidad de los medios acuaticos e inclu-
so del aire.

Sin embargo, en conservacion se tiende a pensar ha-
bitualmente en especies de gran talla, de facil identifica-
cion y asumibles por la poblacion, como especies impres-
cindibles que bajo la excusa de “especies sucedaneas o
paraguas” permiten la conservacion de grandes areas.
Pero, 4qué es una “especie paraguas o sucedanea’”? Este
concepto fue utilizado por primera vez por Wilcox (1984),
quien definid una especie paraguas como aquélla cuyos
requisitos minimos de area son al menos tan completos
como los del resto de la comunidad para la que se busca
proteccion. O sea, especies cuyos requisitos abarcan un
campo amplio que ofrece proteccién a otras especies que
comparten el mismo habitat y, por tanto, su proteccion au-
tomaticamente se extiende a la de otras especies. Sin em-
bargo, este concepto suele dirigirse casi exclusivamente
hacia vertebrados de gran tamafio, en general socialmente
aceptados y que cubren un area grande. Y aqui es don-
de encontrariamos una de las carencias del uso habitual
de este concepto. Si consideramos los anfibios como es-

pecies sensibles a cambios, tanto en el habitat acuatico
como en el terrestre, en muchos casos de amplia distri-
bucion y que, por ultimo, ocupan una posicion intermedia
o basal en las redes troficas, ;,no deberiamos pensar que
las mejores “especies paraguas” se encontrarian en este
grupo? Evidentemente es un tema complejo y de discusion
mucho mas amplia, pero queda claro que las especies de
anfibios serfan buenas candidatas para lo que hasta ahora
se han considerado como “especies paraguas”.

OBJETIVOS DE LOS SEGUIMIENTOS DE ANFIBIOS

Los programas de seguimiento tienen como objeto co-
nocer el estado de conservacion de las especies mediante
la evaluacion periddica de sus poblaciones y la cartografia
de su distribucion a lo largo del tiempo.

La informacion obtenida en los seguimientos es vital
para poder detectar precozmente el declive de una espe-
cie, cambios de tendencia poblacional, y definir y priori-
zar las medidas de conservacion a desarrollar. Permiten
ademas detectar los factores de cambio que producen es-
tos declives, debido a que son especies de ciclo de vida
corto y, por tanto, con cambios poblacionales rapidos. De
todas formas, como se comentara mas adelante, los anfi-
bios funcionan en muchos casos como metapoblaciones
y presentan de forma natural fluctuaciones poblacionales
importantes, que dificultan determinar si los declives son
reales o responden a oscilaciones poblacionales natura-
les. Esto obliga a efectuar seguimientos a largo plazo o
comparar amplios periodos alejados en el tiempo, si que-
remos obtener una informacién robusta sobre las tenden-
cias de las poblaciones (Skelly et al., 2003; Tejedo, 2003;
Gascon et al., 2007; Campeny vy Villero, 2007; Witmer,
2005; Greenberg et al., 2018). Este hecho, afiadido a la
particular biologia y ecologia de los anfibios, se traduce
en gue los seguimientos de este grupo tengan unos re-
querimientos especiales y obliguen a tomar decisiones en
cuanto a su tipologia, en funcion de los objetivos que pre-
tendamos alcanzar (Witmer, 2005). La toma de decisiones
es fundamental, ya que el plan de seguimiento elaborado
en funcion de los objetivos propuestos nos ha de permitir:

e Estimar los parametros demograficos y biolégicos ba-
sicos para la toma de decisiones (madurez sexual, lon-
gevidad, estructura en clases de edad o talla, sex-ra-
tio, tamafio poblacional, migraciones o dispersion).

e Detectar los cambios en la distribucién o la fenologia
de las especies con suficiente antelacion.

e Estimar tendencias poblacionales a medio y largo
plazo (fluctuaciones, declives, incrementos) para po-
der analizar la causalidad de estas variaciones tem-
porales.

e Detectar y prever amenazas (impactos o riesgos),
para poder actuar con suficiente antelacion.

e Determinar las estrategias de gestion al nivel reque-
rido (especie, poblacion, area) y ser capaces de mo-
dificarlas en funcién de los indicadores obtenidos en
los seguimientos a largo plazo.
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Es fundamental que los seguimientos no sean puntua-
les y se extiendan en el tiempo con una periodicidad que
dependera de los objetivos pretendidos y la escala a la
que se quieren realizar, pero que en ningun caso seran
inferiores a los 5-10 afios. Los seguimientos podran reali-
zarse tanto a nivel poblacional, especifico, de comunidad,
a nivel global o de un &rea geogréfica concreta. Los segui-
mientos en funcién de la escala no son excluyentes entre
si, pero los objetivos, resultados obtenidos y causalidades
sf son distintas (Montori et al., 2007).

Un seguimiento a nivel poblacional o especifico puede
deberse a motivos distintos, pero suele aplicarse cuando
existe un gran desconocimiento de la biologia, ecologia y
situacion de una especie en una zona determinada. Este
tipo de seguimiento puede solaparse con otros de objeti-
vOs mas generales, pero el conocimiento de los parame-
tros ecologicos que determinan la dinamica poblacional
de los anfibios es basico para entender cémo funcionan
las poblaciones, las especies, el sistema y qué elementos
del paisaje y de la comunidad juegan un papel importan-
te en su dinamica para tomar decisiones correctas para
su gestion. Los ejemplos de seguimientos en anfibios son
escasos en nuestro pais y los existentes son relativamente
recientes, ya que hasta hace pocos afios no se considera-
ba que los seguimientos a largo plazo fueran importantes a
nivel de gestion, y la importancia de los anfibios a este res-
pecto estaba muy infravalorada e infrarrepresentada (Teje-
do, 20083; Gosa y Sarasola, 2007; Campeny vy Villero, 2007,
Carrera y Villero, 2008; AHE, 2012; Andreu, 2014; Bosch y
Gonzélez-Miras, 2012; Montori et al., 2012, 2014; Bosch y
Fernandez-Beaskoetxea, 2014; Colomer et al., 2014; Ga-
lan, 2014; Oliver et al., 2014; Minuartia, 2012, 2013, 2016;
Campeny et al., 2017; Montori y Jorda, 2018; Gosa et al.,
2013, 2018ay b, 2019; Mir6 et al., 2020; OAPN, 2020). Es-
tos estudios incluyen seguimientos de poblaciones, espe-
cies o comunidades durante un periodo prolongado, pero
son la excepcién y como se ha comentado, muy recientes.

Lo més usual es realizar estudios de un afio o poco
mas, que en realidad no son seguimientos sino andlisis
de una situacion puntual que puede 0 no compararse con
otros estudios existentes. A modo de ejemplo véase OAPN
(2020), donde se mezclan bajo el mismo concepto segui-
mientos a largo plazo con fotografias estaticas de la distri-
bucién de los anfibios, que no son mas que inventarios so-
bre cartografia. Skelly et al. (2003) revisaron la bibliografia
publicada sobre seguimientos y observaron que la mayoria
de estudios eran de un afio de duracion o dos a lo sumo,
y que el 80% de éstos se basaban en la comparacion con
datos historicos. La comparacion de distribuciones pasa-
das y presentes es un analisis que se ha realizado y se
realiza frecuentemente, pero que no seria estrictamente
un seguimiento, ya que tiene una carencia fundamental
de base, al tratarse de fotografias estaticas, que sélo com-
paran presencias, desconociéndose las ausencias reales
pasadas y presentes. Ademas, los muestreos no son estan-
darizados para ambos periodos y en muchos casos éstos
son fragmentarios. Este tipo de estudios pueden ser una
buena herramienta para ver cambios en las distribuciones,
si existen bases de datos suficientemente robustas y de lar-
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go recorrido temporal (véase por ejemplo Moreno-Rueda et
al., 2012; Franch et al., 2015; Enriquez-Urzelai et al., 2019).

Fruto de este interés creciente en la realizacion de se-
guimientos es la creacion de la red LTER Espafa (Long-
Term Ecological Network), que intenta reunir grupos de
investigacion, cuya finalidad es realizar seguimientos a
largo plazo unificando metodologias para disciplinas muy
diversas. Aungue a nivel internacional esta red tiene un
gran numero de miembros, a nivel espanol la participacion
es bastante testimonial y esta formada por unos pocos es-
pacios protegidos. Ademas la obtencién de informacion
sobre seguimientos es dificultosa y bastante criptica, al
menos a nivel espafiol (https://lter-spain.net/).

Volviendo a los seguimientos centrados en anfibios,
cabe destacar aqui el programa SARE (Seguimiento de An-
fibios y Reptiles Espafioles) de la Asociacion Herpetologica
Espafiola (Ayllon y Gémez-Calmaestra, 2014). EI SARE nacié
en 2008 con la finalidad de obtener series temporales largas
que permitieran detectar las tendencias a largo plazo de los
anfibios y reptiles en Espana. Actualmente, la metodologia
SARE se ha generalizado para la mayor parte de los segui-
mientos y ha sido recomendada por el Organismo Auténomo
de Parques Nacionales en 2015 (https://www.miteco.gob.es/
es/ceneam/grupos-de-trabajo-y-seminarios/red-parques-na-
cionales/resumen-conclusiones_seminarioanfibios_tcm30-
168614.pdf). El SARE estd basado en los programas de
seguimientos de aves de la Sociedad Espanola de Ornitolo-
gla (SEO), de mariposas de la Butterfly Monitoring Scheme
(BMS) o especificamente de anfibios y reptiles como el “Mo-
nitoring Network of Reptile, Amphibian & Fish Conservation”
de RAVON vy el desarrollado por “Amphibian and Reptiles
Conservation” (ARC) en colaboracién con “Amphibian and
Reptile Groups of de UK-Volunteers working for the conserva-
tion of amphibians and reptiles” (ARG UK) en el Reino Unido,
y denominado “The National Amphibian and Reptile Recor-
ding Scheme” (NARRS, 2013). Actualmente una gran parte
de los seguimientos que se realizan o disefian tienen como
referencia el SARE, con algunas modificaciones debidas a
la tipologia del habitat, de las especies y a las caracteristi-
cas y objetivos planteados (Arévalo et al., 2015; AHE, 2016).
Sin embargo, otras metodologias de seguimiento pueden
ser igualmente Utiles (Campeny vy Villero, 2007; Llorente et
al., 2007; Carrera y Villero, 2008; Ekos, 2012; NARRS, 2013;
Galan, 2014; Arévalo et al., 2015; Montori y Jorda, 2018; Pu-
jol-Bux¢ et al., en prensa, entre otros), si bien la estandariza-
cién de los seguimientos con una misma metodologia es 1o
ideal, ya que permite la comparacion y valoracion global de
los resultados obtenidos en distintas zonas.

Por otra parte la aparicién de enfermedades emergen-
tes, que estan diezmando las poblaciones de anfibios en
todo el mundo, ha obligado a realizar un seguimiento de
estas enfermedades y a aplicar criterios de bioseguridad
en los muestreos (Fernandez-Guiberteau y Montori, 2020;
Fernandez-Guiberteau et al., 2020; Martinez-Silvestre et al.,
2022). Mas recientemente se han incluido los analisis ge-
néticos en los estudios demograficos. Sin embargo, no ha-
blaremos de ellos, ya que esta tipologia de seguimientos es
objeto de otro trabajo mas detallado en otro articulo de este
volumen (Sanchez-Montes y Martinez-Solano, 2022).
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COMO DISENAR, ESTRUCTURAR O ELABO-
RAR UN SEGUIMIENTO

El primer paso en un programa de seguimiento consiste
en definir la escala espacial objeto de estudio y tener bien
determinados los objetivos y las especies que van a ser
monitorizadas. En funcion de la dimensién del espacio la
eleccion de los puntos de muestreo debera estratificarse
por tipologias de habitat, aunque esto suponga una mayor
carga de muestreos. Sin embargo, habitualmente no suele
estratificarse debido a que los seguimientos se realizan ma-
yoritariamente sobre poblaciones, especies o0 areas de ta-
manfno medio. El SARE, debido a su dimension estatal, s tie-
ne estratificados los puntos de muestreo para que, de esta
forma, todas las unidades bioclimaticas y paisajisticas es-
tén representadas. Por otra parte, es fundamental replicar
las tipologias de puntos de muestreo para poder obtener
resultados robustos en el andlisis de los datos obtenidos.
En los seguimientos de anfibios los puntos de muestreo son
mayoritariamente los medios acuéticos (charcas, pilones,
abrevaderos, fuentes, acequias, embalses) y no suelen in-
cluir parcelas o transectos como habitualmente ocurre en
los seguimientos de reptiles o anfibios torrenticolas.

En el caso de los seguimientos de anfibios el conteo
0 censo de los individuos viene determinado por su do-
ble vida acuética y terrestre y requiere cierta experiencia.
Existen muchas técnicas de muestreo, que habitualmente
suelen combinarse en un seguimiento. En la tabla 1 se in-
dican algunas de las técnicas estandarizadas de muestreo
mas utilizadas, el tipo de informacién que se obtiene y una
valoracion de los costes. Las caracteristicas de cada una
de estas técnicas estan descritas en AHE (2016).

Como vemos, hay varias técnicas de muestreo que
suelen combinarse y que requieren un cierto grado de es-
pecializacién en cuanto al conocimiento de las especies y
a su manejo. Habitualmente se combina la deteccion de
cantos con el conteo visual de ejemplares adultos o juveni-
les y con el de larvas. En el momento de disefar el segui-
miento debe tenerse en cuenta:

e | 0s objetivos que se pretenden conseguir deben ser
claros, concretos y abordables. En funcién de estos
objetivos se seleccionara la o las técnicas de mues-
treo adecuadas para obtener el tipo de informacion
necesario para cumplirlos.

® | a dimension espacial y temporal del seguimiento es
clave. Los anfibios suelen tener una estructura me-
tapoblacional. Un &rea de estudio reducida puede
falsear los resultados llevando a determinar falsos
declives. Por otra parte, debido a las fluctuaciones
propias del grupo se recomienda que los seguimien-
tos tengan una duracion minima de entre 5 0 10 afios.

e E| disefio del seguimiento debe tener en cuenta las
especies presentes y es imprescindible disponer de
un buen conocimiento de su biologia y su dinamica
poblacional. Por ello debe estar muy claro qué es-
pecies van a ser objeto de seguimiento y sobre qué
clases de edad se va a actuar. Por otra parte, el dise-
flo debe evidenciar que los resultados se obtendran
a largo plazo y que su obijetivo es la deteccion de
tendencias.

e £s importante ajustar los objetivos y la metodologia
en funcion del personal técnico disponible. La par-
ticular biologfa de los anfibios y la problematica de
su conservacion hacen que los seguimientos basa-
dos en ciencia ciudadana, aunque puedan resultar
un complemento Util, aporten resultados poco robus-
tos, y por ello se recomienda realizar los seguimientos
mediante especialistas o personal técnico formado
especificamente.

e Se recomienda realizar los muestreos en el periodo
de méxima actividad de cada especie, y preferente-
mente por la noche. Por ello es importante el conoci-
miento de su fenologia y ajustar los muestreos a los
periodos de maxima posibilidad de deteccion. En el
caso de realizar los seguimientos sobre individuos
larvarios, los muestreos pueden ser diurnos.

e | a valoracion de costes y el compromiso con ellos a
largo plazo es vital para conseguir los objetivos pro-
puestos.

e Actualmente es imprescindible seguir todos los proto-
colos de bioseguridad, debido a la reciente aparicion
y amplia distribucion de patégenos productores de
enfermedades en los anfibios (Fernandez-Guiberteau
y Montori, 2020; Fernandez —Guiberteau et al., 2020).

Es importante resaltar que muchas especies de anfi-
bios presentan un funcionamiento metapoblacional. Una

I Carscteristicas S SEal e b
Inventario exhaustivo Nocturno o diurno. Incluye varias | Riqueza especifica Elevado Medio Medio
técnicas. Muestreo extensivo.
Observacion directa Nocturno o diurno Abundancia relativa Bajo Bajo Bajo
Muestreo acustico Nocturno Abundancia relativa Medio Medio Bajo
Vallado perimetral de charcas | Diurno Abundancia relativa Alto o muy alto | Alto Alto
Conteo de larvas Preferentemente diurno Abundancia relativa/densidad | Medio Medio Medio
Parcelas de muestreo Diurno/nocturno Densidad Alto Medio Medio
Transectos Nocturno/diurno Densidad/Abundancia relativa | Alto Bajo Medio

Tabla 1. - Técnicas estandarizadas utilizadas en los seguimientos de anfibios de medios acuéticos lénticos. Se indican en negrita las técnicas que suelen

combinarse en un mismo tipo de seguimiento. Modificado de AHE (2016).
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metapoblacién es un conjunto de subpoblaciones proxi-
mas (en nuestro caso charcas, por ejemplo) que intercam-
bian individuos de la misma especie, de manera que ac-
tlan como una gran poblacién fragmentada, dividida en
subpoblaciones (Fig. 1). A lo largo del tiempo se producen
procesos de colonizacion y extincion propios de la dina-
mica metapoblacional. En el enfoque metapoblacional son
las poblaciones locales las unidades de observacion, y no
los individuos (Rojas-Castro y Araya-Criséstomo, 2019). El
tamario de la metapoblacion es variable segun la especie,
su capacidad de dispersion, longevidad, demograffa, etc.
(Fig. 2), y ademas muchas especies, como es el caso de
los tritones del género Calotriton, no presentan una dinami-
ca metapoblacional, por lo que el conocimiento de la biolo-
glay ecologia de las especies es fundamental en el disefio
de los seguimientos.

Otro aspecto muy importante es la seleccion de los
puntos de muestreo segun su tipologia. Si nos referimos
concretamente a masas de agua o charcas, la seleccion
dependera de muchos factores, entre ellos el hidroperio-
do. En las regiones templadas y calidas las comunidades
de anfibios se reproducen en medios acuaticos utilizando
el gradiente de hidroperiodo existente en dichas zonas,
que va desde medios acuaticos efimeros, pasando por
los temporales y llegando hasta los permanentes (Well-

Fig. 1. - Esquema hipotético del funcionamiento metapoblacional, F: fuen-
te, S: sumidero, Las flechas indican la direccionalidad de los intercambios
entre subpoblaciones.

; | AW
= 3

-
Fig. 2. - Ejemplos de dindmica
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born et al., 1996; Babbitt et al., 2003; Van Buskirk, 2003;
Richter-Boix et al., 2006a y b). Los dos extremos del ran-
go hidroldgico difieren claramente en sus caracteristicas
abidticas y bidticas. Mientras que en las charcas efimeras
y temporales los anfibios se enfrentan al riesgo de la dese-
cacion, los medios permanentes suelen presentar comu-
nidades de depredadores bien establecidas, y por tanto
limitan la presencia de las especies de anfibios. Es en los
medios temporales de media o larga duracién donde se da
la mayor riqueza de especies y donde aparece otro factor
de riesgo, la competencia interespecifica, que debe afa-
dirse a los dos factores de estrés antes comentados, el
riesgo de desecacion y de depredacion (Fig. 3). Por ello,
y debido a que la comunidad de anfibios no se distribuye
uniformemente a lo largo de este gradiente de hidroperio-
do, ni espacial ni temporalmente, los seguimientos deben
tener en cuenta este factor e incluir todas las tipologias de
charcas en su planificacion.

Las técnicas de muestreo, la deteccion y la diagnosis
especifica requieren de un personal especializado o muy
formado para que los seguimientos aporten resultados
robustos y comparables. Por ello, para el caso de segui-
mientos de anfibios se recomienda que estos se realicen
de noche, combinando el muestreo visual con el auditivo.
El personal que realice los seguimientos debe ser experi-
mentado y formado para este tipo de censos. Deben rea-
lizarse en el periodo de méaxima actividad, el cual depen-
dera del piso biocliméatico en el que vayamos a realizar el
seguimiento y de las especies presentes en la zona. En la
Figura 4 puede observarse la comparacion de efectividad
de los muestreos nocturnos y diurnos en el Parc del Ga-
rraf (Fernandez-Guiberteau y Montori, 2019). Como puede
apreciarse, al cuarto mes de los muestreos nocturnos ya
se han detectado todas las especies reproductoras en una
charca, mientras que en los muestreos diurnos una espe-
cie queda sin detectar, y ademas no se alcanza la maxima
riqueza especifica hasta el sexto mes. En la tabla 2 se dan
los valores obtenidos del niumero de adultos observados
segun que los seguimientos fueran diurnos o nocturnos,
para cuatro charcas distintas del Parc del Garraf (Fernan-

de dispersion de dos especies en una misma zona, |zquierda: Epidalea calamita, Derecha: Pelobates cultripes, Las flechas indican

la direccion de los desplazamientos entre varios afios, Azul: machos, Rojo: hembras. Los nimeros indican las charcas estudiadas (datos de UdL no publicados).

Munibe Monographs. Nature Series e 5 (2023) e 61-82

e Donostia-San Sebastian e ISSN 2340-0463 - eISSN 2340-3055



Seguimiento de las poblaciones de tritones torrenticolas Calotriton aspery Calotriton arnoldi, marco conceptual y casos practicos 67

< Desecacién Competencia Depredacién >

Abundancia i

riqueza

especifica Medios Medios Medios

efimeros temporales permanentes
T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Duracién del hidroperiodo en meses Fig. 3. - Distribucion de la abundancia
de anfibios segun el hidroperiodo.
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Fig. 4. - NUmero de especies detectadas y riqueza especifica acumulada para una misma charca en el Parc Natural del Garraf a lo largo de un afio segun se haya
realizado el muestreo de noche (derecha) o de dia (izquierda).

dez-Guiberteau y Montori, 2019). Aunque las metodologias los adultos, las larvas son de dificil andlisis, aportando con
de muestreo no fueron las mismas queda en evidencia la menor frecuencia datos concluyentes en cuanto a tenden-
mayor efectividad de los muestreos nocturnos para las es- cias poblacionales. Los estudios basados en contaje de
pecies de anfibios, si bien las estimaciones de densidades larvas tienen la ventaja de poderse realizar de dia, pero
de individuos larvarios pueden realizarse de dia. Existen requieren metodologias muy estandarizadas de muestreo
varios ejemplos de seguimientos realizados mediante el para que produzcan resultados comparables a largo pla-
conteo de larvas (Bosch y Gonzéalez-Miras, 2012; Oliver et zo. Por otra parte, permiten ajustar y conocer la fenologia
al., 2014; Reques, 2008; Minuartia, 2012; Campeny et al., de las especies, son mucho mas eficientes para la detec-
2016, entre otros). Sin embargo, los resultados obtenidos cion de las especies escasas 0 mas cripticas y aportan
a partir del censo de larvas estan sujetos a una gran varia- los criterios necesarios para la gestion de los habitats. Por
bilidad intra e interanual. Esta es mucho mayor que la de el contrario, requieren de personal muy especializado o
Charca A Charca B Charca C Charca D
Técnica D N D N D N D N
Salamandra salamandra 0 0 0 1 0 0 0 0
Alytes almogavarii 0 16 0 15 0 4 0 0
Pelobates cultripes 0 1 0 3 0 0 0 0
Pelodytes punctatus 0 17 0 28 0 5 1 7
Hyla meridionalis 2 81 1 118 0 84 10 28
Bufo spinosus 0 0 0 75 0 14 0 19
Epidalea calamita 0 0 0 5 0 30 1 0
Pelophylax perezi 4 3 15 9 0 4 587 79
Total 6 118 16 254 0 141 599 133
N° muestreos 34 11 36 11 31 11 33 iR
N° ind./muestreo 0,18 10,73 0,44 23,09 0,00 12,82 18,15 12,09

Tabla 2. - Numero de ejemplares adultos detectados en cuatro charcas del Parc Natural del Garraf en funcién del periodo de muestreo. D: diurno. N: nocturno.
LLos muestreos nocturnos se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por el SARE de la AHE (AHE, 2016). Los muestreos diurnos se realizaron mediante
la metodologia de deteccién de cantos, conteo de larvas, puestas, ejemplares metamérficos, subadultos y adultos (Campeny y Villero, 2007).
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formado, dada la dificultad de identificacion de los ejem-
plares, especialmente en estadios tempranos de desarro-
llo. Por ello se recomienda el muestreo nocturno mediante
escuchas y censo visual de adultos, complementado con
la captura e identificacion de larvas, sin conteo, para com-
pletar la informacién sobre riqueza especifica y fenologfa.

Por otra parte, en areas geograficas donde la activi-
dad reproductora se produce fundamentalmente durante
los primeros meses del afo, la extension al segundo se-
mestre de los muestreos no aporta informacion relevante
y tan solo se recomiendan si uno de los objetivos del se-
guimiento es conocer y estimar variaciones en la fenologia
de las especies. En la Figura 5 se muestra la efectividad
de los muestreos segun se realicen en el primer o segundo
semestre del afio para cuatro charcas del Parc Natural del
Garraf (Fernandez-Guiberteau y Montori, 2019). Evidente-
mente, el periodo de muestreo debera variar segun el piso
bioclimatico y la fenologia de la comunidad batracolégica,
eligiendo siempre los periodos de méaxima actividad para
realizar los seguimientos.

SEGUIMIENTO DE LAS POBLACIONES TORREN-
TICOLAS

Hasta ahora nos hemos centrado en especies de an-
fibios que habitualmente se reproducen en medios Ién-
ticos, como son las charcas, y que acostumbran a estar
estructuradas como metapoblaciones. Pero no todos los
anfibios ocupan estos medios. Los hébitats redfilos como
rios, regatas o torrentes, entre otros, también presentan co-
munidades de anfibios cuyo seguimiento no se ajusta a lo
explicado hasta ahora.

Especies como Salamandra salamandra (Linnaeus,
1758), Lissotriton boscai (Lataste, 1879), Lissotriton helve-
ticus (Razoumowsky, 1789), Alytes sp. Wagler, 1829, Bufo
spinosus Daudin, 1803, Pelophylax perezi (Seoane, 1885)
y Rana temporaria Linnaeus, 1758 utilizan también los cur-
sos de agua para reproducirse o como héabitat frecuente, y
algunas especies como Calotriton arnoldi, C. aspery Rana
pyrenaica Serra-Cobo, 1993 tienen este medio como habi-
tat preferente o exclusivo. Para estas tres especies si que
podemos hablar de poblaciones individualizadas en cada
torrente, ya que su dinamica no se ajusta al funcionamiento

Eficiencia temporal de los muestreos
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metapoblacional. Eso no implica que no haya flujo génico
entre poblaciones, pero no se dan los procesos de coloni-
zacion/extincion con la frecuencia que se ha comentado
en el caso de las metapoblaciones.

En el caso de R. pyrenaica Uunicamente se ha publica-
do un trabajo de conservacion que incluye un seguimien-
to de algunas poblaciones durante el periodo 2011-2013
(Vieites et al., 2014) y en el Parque Nacional de Ordesa
y Monte Perdido se esta realizando un seguimiento des-
de el afio 2007 basado en la realizacion de transectos, en
los que se realiza una prospeccion visual de los diferentes
cuerpos de agua, conteo de larvas, juveniles, subadultos
y adultos en un tramo de 100 metros de longitud en 31
localizaciones. Adicionalmente se anotan otras especies
de anfibios y peces presentes y se caracteriza el medio
fisico-quimico. Sin embargo, la metodologia precisa y los
resultados de los seguimientos no han sido publicados
hasta la fecha, aunque se sabe que se aplican protocolos
de bioseguridad (https://www.miteco.gob.es/es/ceneam/
grupos-de-trabajo-y-seminarios/red-parques-nacionales/
rana-pirenaica-ordesa_tcm30-168605.pdf).

El habitat utilizado por R. pyrenaica es casi exclusi-
vamente torrenticola, por lo que la metodologia de segui-
miento es muy similar a la utilizada para las especies de
Calotriton. Este género, formado por dos especies, C. as-
pery C. arnoldi, presenta unas caracteristicas y adaptacio-
nes particulares que de forma general pueden resumirse
de la siguiente forma: habitan principalmente ambientes
redfilos, tienen habitos fisuricolas y presentan estereotac-
tismo positivo. Presentan los pulmones reducidos, por o
que necesitan aguas frias y oxigenadas. Son fundamen-
talmente especies nocturnas, especialmente C. arnoldi, y
estan adaptadas a vivir en ambientes impredecibles suje-
tos a fuertes variaciones de caudal. En general, presentan
una distribucion discreta en los torrentes, una movilidad
muy baja y bajas tasas de migracion. Son especies muy
longevas y con poblaciones que pueden mantenerse con
pocos efectivos.

Los seguimientos que detallaremos en el presente tra-
bajo son tres estudios con metodologias de seguimiento
aplicadas a las caracteristicas ecolégicas diferenciales de
estas especies y con objetivos en algunos casos sustan-
cialmente distintos.

Fig. 5. - Eficiencia temporal de los muestreos nocturnos en
cuatro charcas del Parc Natural del Garraf, Barras azules:
muestreos realizados en el primer semestre. Barras naranjas:
muestreos realizados en el segundo semestre.

Munibe Monographs. Nature Series e 5 (2023) e 61-82

Donostia-San Sebastian e

ISSN 2340-0463 - elSSN 2340-3055



Seguimiento de las poblaciones de tritones torrenticolas Calotriton aspery Calotriton arnoldi, marco conceptual y casos practicos 69

Seguimiento a largo plazo de una poblacion de Calo-
triton asper del Prepirineo catalan (P.N. Cadi-Moixerd)
desde 1982 hasta 2002

En este caso debemos situarnos primero en contexto.
En el afio 1982 se desconocia practicamente toda la bio-
logia y la ecologia bésica de la especie a pesar del gran
numero de estudios, realizados sobre todo en la vertiente
francesa del Pirineo (Clergue-Gazeau. 1972, 1981, 1982a
y b; Clergue-Gazeau y Beetschen, 1966). Estos estudios
estaban centrados fundamentalmente en el ciclo repro-
ductor y las alteraciones que producia la adaptacion a la
vida cavernicola, y, secundariamente, en la distribucién y
el habitat de la especie (Clergue-Gazeau y Martinez-Rica,
1978). Sin embargo, no se conocia nada de los aspectos
bioldgicos y ecologicos que intervenian en la dinamica y
demograffa de la especie. Por ello, en 1982 se inici¢ el se-
guimiento a largo plazo del tritén pirenaico C. asper, espe-
cie considerada “Casi Amenazada” por la UICN.

Puesta

Vida larvaria
acuatica

[1r afo
Hibernacion |

El seguimiento de las poblaciones torrenticolas debe
planificarse a partir de la metodologia de transecto, adap-
tada a las caracteristicas de la especie (Fig. 6) y del me-
dio. En este caso la realizacion del estudio a largo plazo
requirid un perfodo inicial de estudio intensivo y extensivo
y un seguimiento de menor intensidad y puntual a partir
del cuarto afio.

Metodoldgicamente el seguimiento se estructuré de la
siguiente forma:

Primer afio:

¢ Delimitacion del tramo a estudiar. 1.500 metros lineales
de torrente divididos en segmentos de 50 m de longi-
tud, que a su vez se subdividieron en tramos de 10 m.

e Caracterizacion de las variables bidticas y abidticas
de los segmentos (Tabla 3).

e Realizacion del transecto diurno mediante busqueda
activa de los ejemplares.

Vida Adulta

aquatica
AN

~ T T —
L g- Vida terrestre § 3ro4e Madurez
S 2 6 3 inviernos S afio sexual y
Metamorfosis i a 8' retorno al Fig. 6. - Ciclo biolégico de Calo-
Wicia derreie = S agua. lorenioda. 66 monara. meda
L L | (1200-1500 m,s,n,m,).
Variables Categorizacion Min Max. Media
N° de pozas 1:.1-5 2:6-10 3:11- - 3 14 7,75
N° de saltos 1:1-5 2:6-10 3:11-15 4:>16 1 17 9,25
N° de refugios 1:1-50 2:51-100 3:101-150 4: 2151 63 250 158,25
N° de remansos 1:1-3 2:4-6 3:7-9 - 1 9 5,29
N° de arboles 1:1-5 2:6-10 3:11-15 4:>16 0 27 6,21
N° de arbustos 1:1-15 2:16-30 3:31-45 4: 246 3 63 20,6
% vegetacion acuatica 1: ausente 2:0-15% 3: 16-30% 4: >30% 0 35 10,2
% cobertura arborea 1:1-15% 2:16-30% 3: 31-45% 4:>46% 0 65 42,7
Estructura del lecho 1: >50% rocas | 2: >50% rocas+piedras | 3: >50% piedras | 4: >50% piedras+grava - - -
Profundidad media cm Promedio de 10 mediciones en cada tramo 15,7 26 19,2
Anchura media cm T.<1m 2:1-15m 3:1,5-2m 4:2m 98 240 148,2
T? del agua Promedio de 5 mediciones en cada tramo 6,5 12,1 8,26
pH Promedio de 5 mediciones en cada tramo 58 6,7 6,13
02 disuelto (ppm) 1:7-9 2:9-11 3:11-13 4:>13 3,5 10,7 7,18
Velocidad cm/s 1:0-5 2:5-10 3: 10-15 4:15-20 3,4 16,6 7,49

Tabla 3. - Variables bidticas y abiéticas tomadas para la caracterizacion de los tramos y categorizacion de las mismas, en un estudio a largo plazo sobre el
tritén pirenaico. Min: Minimo. Méx: Maximo. Modificado de Montori et al. (2008).
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e Marcaje individual de todos los ejemplares adultos
para permitir la estimacion poblacional mediante me-
todologias basadas en captura-recaptura.

e Toma de variables biométricas de cada ejemplar
(sexo, peso, longitud cabeza-cuerpo (CC) y longitud
de la cola (Lcola)), referenciando el segmento de
captura para el estudio posterior de dispersion.

e Liberacion en el mismo lugar de captura.

e Contaje del numero de individuos no adultos y su lo-
calizacion (individuos larvarios, metamorficos, juveni-
les y subadultos).

e Seleccion de un tramo representativo de la densidad
poblacional del torrente (Fig. 7).

e Este recorrido se repitié mensualmente desde julio de
1982 hasta octubre de 1984,

Entre 1985y 2002:

e Muestreo durante el periodo de méaxima actividad (ul-
tima quincena de agosto- primera de septiembre).

e Muestreo unico que dejé de ser mensual para pasar
a ser anual y en condiciones meteoroldgicas e hidro-
l6gicas Optimas: no ocurrencia de lluvias torrenciales
durante la semana anterior, no prevision de crecidas
por tormenta, caudal bajo, dia soleado.

e Realizacion del transecto diurno mediante busqueda
activa de los ejemplares.

e Mantenimiento del esfuerzo de captura (siempre dos
personas muestreando).

e Toma de variables biométricas de cada ejemplar
(sexo, peso, CC y Lcola), referenciando el tramo de
captura para el estudio posterior de dispersion.

e Liberacion en el mismo tramo de captura.

Mantener el esfuerzo de captura constante es impres-
cindible para poder comparar los transectos entre si. Ex-
cepto en el primer afio (primera captura y recaptura), que
se realizd un muestreo intensivo para marcar el maximo
de individuos posibles, el resto de los muestreos fueron
realizados por dos personas experimentadas.

Wi Iﬂ llln Iﬂ IH |
40 33 32 31 30 29 28 27 26 25

24 23
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22

Los datos obtenidos durante el estudio permitieron co-
nocer la distribucion por tramos de los ejemplares por sexo
(Fig.7) y clases de edad, variacion temporal de la sex-ratio,
actividad, factores abidticos y bidticos que determinaban
su abundancia, tasas de crecimiento, longevidad y super-
vivencia, de migracion y dispersion; la dispersion, los pa-
rametros reproductivos como ciclo testicular, ovogénesis,
fecundidad, el nicho y la ecologia tréfica de las distintas
clases de edad, el andlisis de la competencia y segrega-
cion espacial y tréfica interespecifica e intraespecifica y el
tamafio poblacional y su variaciéon anual (Fig. 8) (Montori,
1988, 1991, 1992, 1997; Montori y Herrero, 2004; Montori
et al., 2008, 2012; Montori y Llorente, 2014; Sanchez-Her-
nandez et al., 2019).

Otros seguimientos por transecto realizados sobre esta
especie en Navarra (Gosa et al., 2018b) coinciden en las
propuestas metodolégicas aqui planteadas: seguimiento
preferentemente diurno, censo durante el periodo de maxi-
ma actividad y menor caudal (de julio a septiembre), siem-
pre en condiciones meteoroldgicas dptimas y un tramo de
muestreo minimo de unos 150 m siempre que fuera posible,
teniendo en cuenta que la especie no presenta desplaza-
mientos importantes en los torrentes (Montori et al., 2008).
Estos autores también coinciden en la necesidad de man-
tener los tramos de muestreo fijos a lo largo de los afios
aungue no siempre es posible debido a la dinamica fluvial.
Sin embargo, advierten que esta circunstancia no presen-
ta excesivos problemas siempre que el punto de inicio y
final estén bien referenciados (Gosa et al., 2018b), ya que
para comparar densidades poblacionales y variaciones
temporales proponen utilizar el IKA (indice Kilométrico de
Abundancia), estimador muy utilizado ya en otros grupos
faunisticos. Estos autores proponen repetir los transectos
dos veces durante el mismo periodo aunque con uno pue-
da ser suficiente. Para realizar los transectos es importante
una consideracion final. Estos deben realizarse en sentido
ascendente para evitar que la turbidez que los prospecto-
res puedan generar en la busqueda activa de ejemplares
dificulte su deteccion (Montori, 1988; Gosé et al., 2018b).

En la Figura 8 puede observarse que a lo largo de los 21
afios de seguimiento de una poblacion de triton pirenaico

8 8 &§ ¥ 8
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Fig. 7. - Numero de machos y hembras de Calotriton asper contabilizados por segmento en agosto y septiembre del primer afo de seguimiento y utilizados para
la estimacion poblacional. Los segmentos subrayados indican los tramos seleccionados para realizar el seguimiento anual por transecto a partir del tercer afio.
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del Parc del Cadi-Moixerd se producen importantes fluctua-
ciones poblacionales. Durante el primer afio de muestreo,
el 7y 8 de noviembre de 1982 se produjo el mayor episodio
de lluvia torrencial registrado en la zona y con un perio-
do de retorno estimado de 100 afios (Servei Geologic de
Catalunya, 1983). El observatorio de La Molina registré en
dos dias una pluviometria acumulada de 555 mm y el dia
8 algunos observatorios de la cuenca del Segre registraron
valores superiores a los 300 mm. En ese momento los trito-
nes se encontraban ya en hibernacion, por lo que la ave-
nida producida por las lluvias desgarrd los margenes del
torrente donde hibernaban y causé una mortalidad cercana
al 60% de la poblacién de C. asper (Montori, 1988).

Sin embargo, la continuacion del seguimiento durante
1983y los afos sucesivos permitié obtener mucha informa-
cion sobre como es la dindmica de una poblacion que ha-
bita medios tan impredecibles como los torrentes de me-
dia y alta montafia. En la Figura 8 se muestra la evolucion
del tamafio de poblacion de 1982 a 2002 y la pluviometria
maxima en 24 horas en la zona. Los resultados obtenidos
en el estudio intensivo del primer afio y el seguimiento
posterior de la poblacion hasta 2002 permitieron estimar
muchas variables demograficas y biolégicas, asi como
proyectar futuros escenarios de cambio climatico para ver
cémo responderia esta poblacion a un aumento de la fre-
cuencia de lluvias torrenciales (Colomer et al., 2014).

Existe otro tipo de muestreo para poblaciones torrenti-
colas de C. asper, que seria una modificacion del clasico
transecto y basado en multiples observaciones focales a lo
largo del torrente (Loras, 2019). En este tipo de seguimien-
to se propone censar individuos visualmente eligiendo es-
taciones de muestreo a lo largo de un tramo seleccionado.
En este caso concreto se seleccionaron 32 estaciones de
muestreo en un tramo de 650 m. En cada punto o estacion
de muestreo se realizaba una observacion focal diurna de
cinco minutos contabilizando el nimero de individuos ob-
servados y su actividad a lo largo de todo el afo, contabili-
zando un total de 42 muestreos. También como en el caso
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Catalunya.
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anterior se realizaba una caracterizacién abidtica de cada
punto de muestreo (Loras, 2019).

Sin embargo, este tipo de muestreos intensivos y de
largo recorrido temporal son insostenibles a nivel de cos-
tes si se pretende realizarlos en todas las poblaciones de
una especie. El seguimiento desarrollado en el presente
trabajo tenia como objetivo conocer los parametros eco-
l6gicos y bioldgicos basicos, desconocidos hasta el mo-
mento, necesarios para poder elaborar planes de gestion
0 seguimiento, basados en el conocimiento de la especie
y que aportaran informacién veraz y Util para su conser-
vacion, asi como la del hébitat y del sistema. Por ello, si
se decide realizar seguimientos de una especie, en este
caso C. asper, en una zona amplia debe determinarse qué
poblaciones son clave e indicadoras de cambio. Para ello,
una vez conocidos los parametros ecoldgicos, demografi-
cos y biolégicos de la especie, en 2016 se planted a nivel
del Parc Natural del Cadi-Moixer¢, area protegida donde
se localizaba la poblaciéon estudiada de forma intensiva,
realizar un estudio de caracterizacion y seguimiento exten-
sivo, con la finalidad de determinar las poblaciones clave
cuyo seguimiento nos aportarfa informacién robusta sobre
el estado y evolucién temporal de las poblaciones de C.
asper en el Parque. El proyecto también tuvo como obje-
tivo conocer su distribucion real, caracterizar el habitat y
realizar pequefos transectos para estimar IKAs que permi-
tieran comparar entre sf poblaciones (San Sebastian et al.,
2017, 2018, 2019 y 2020).

Caracterizacion de las poblaciones de C.asper en el
Parc Natural del Cadi-Moixerd, para determinar qué po-
blaciones son representativas de la especie de cara a
maximizar el rendimiento de los seguimientos

Para realizar un estudio de este tipo que pretende
caracterizar el habitat y las poblaciones para el aspecto
mas importante, la toma de decisiones, debemos tener en
cuenta distintos elementos a analizar:
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Es importante conocer la distribucion precisa de la
especie en la zona de estudio.

Es imprescindible caracterizar dicha distribucion,
tanto para la presencia como para la ausencia de la
especie en un determinado torrente.

Realizar estimaciones poblacionales relativas (IKA)
mediante transecto.

Determinar factores de amenaza.

Valorar las poblaciones representativas e indicadoras
de cambio para un seguimiento continuado.

Para ello se determind la siguiente metodologia:

e Se realiz6 previamente un andlisis de cuencas y sub-

cuencas hidrogréficas (Modelo de altitud 2 x 2 m del
Institut Cartogréfic i Geologic de Catalunya (ICGC)).

Con los resultados anteriores se seleccionaron las
estaciones de muestreo (torrentes, fuentes, abreva-
deros) por encima de 800 m de altitud.

ALBERT MONTORI

Los muestreos se realizaron de dia durante los meses
de maxima actividad y facilidad de prospeccion (julio
y agosto).

Inicialmente se realizaba una prospeccion intensiva
para la deteccion de la presencia de C. asper. En
caso de ser positiva se realizaba un transecto minimo
de 50 m (Tabla 4), anotando tanto el nimero de trito-
nes por clases de edad y actividad como la presencia
de otras especies (peces, anfibios, reptiles). En todo
momento se intenté mantener el esfuerzo de captura
constante. Aunque C. asper tiene actividad nocturna
también se activa de dia, por lo que es totalmente
recomendable realizar los censos diurnos. Los resul-
tados obtenidos mediante transectos diurnos de lon-
gitud conocida permiten comparar densidades entre
torrentes.

Es importante realizar la caracterizacion bidtica y
abidtica de los torrentes muestreados, tanto si hay
presencia como si no. Las ausencias son tan im-

Autores Zona N° de C. asper adultos | Longitud del transecto en km IKA
2 0,030 66,67
5 0,126 39,68
23 0,100 230,00
3 0,070 42,86
1 0,030 33,33
2 0,075 26,67
San Sebastian et al., 2020. PN(gggl'l':"n‘;;;‘)e"" ; 2:?;2 11345?090
8 0,150 53,33
4 0,060 66,67
3 0,035 85,71
1 0,070 14,29
1 0,115 8,70
7 0,065 107,69
Gosa y Bergerandi, 1994 Navarra 72 1 72
- - 17,71
Olano et al,, 2007 Euskadi
- 8,45
Montori et al., 2012 PN Cadi- Moixero 133 0,150 890,5
Loras, 2019 Garrotxa (Catalunya) - - 58,78
- - 76,68
- - 35,88
- - 5,56
- - 16,60
- - 9,47
Gosa et al., 2018b Navarra Zonas ZEC
- - 76,68
- - 35,88
- - 48,61
- - 112,11
- - 50,28

Tabla 4. - Algunos valores de IKA de adultos de C. asper publicados. San Sebastian et al. (2020): algunos valores de IKAs estimados para distintos torrentes
de la vertiente sur del Parc Natural del Cadi-Moixerd. Montori et al. (2012): IKA promedio de 21 afios de transectos para un torrente de la vertiente norte del
Parc Natural del Cadi-Moixer6. Gosa et al. (2018b): valores de IKA promedio de varios afios de algunas regatas muestreadas en Navarra. Loras (2019): valor
promedio estimado en un torrente de La Garrotxa en Catalunya (Loras, com. pers.).
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portantes como las presencias para caracterizar los
habitats de las poblaciones. Este factor es extrema-
damente importante en las poblaciones que se en-
cuentran en el limite de su distribucion, ya que es muy
dificil la valoracion objetiva sin poseer datos de base.

e Deben seguirse a rajatabla los criterios de bioseguri-
dad propuestos por la comunidad cientifica interna-
cional en relacién a la prevencion de enfermedades
emergentes en anfibios.

e Una vez finalizado el transecto se realizaba una valo-
racion del estado del torrente, caracteristicas abioti-
cas (caudal, anchura, orientacion) y factores de ame-
naza detectados.

Con los resultados obtenidos se hizo una estimacion
de densidad IKA (indice kilométrico de abundancia) para
comparar los distintos torrentes entre si. Las localizaciones
positivas tipo surgencias, balsas o que no fueran cursos
de agua se eliminaron de la estimacion de los IKA (Tabla
4). Dichas estimaciones, muy utilizadas en aves y repti-
les, también se han empleado en los censos por transec-
to para esta especie (Gosa et al., 2018b, San Sebastian
et al., 2017, 2018, 2019 y 2020; Loras, 2019) y permiten
comparar las densidades de distintas zonas. Como puede
observarse la variabilidad interpoblacional de los IKA es
muy elevada, pero también lo es la intrapoblacional a lo
largo de los afos. Otro motivo mas para concluir que los
seguimientos deben ser a largo plazo.

Proyecto Life Trito del Montseny (Seguimiento de las
poblaciones de C. arnoldi del macizo del Montseny)

El proyecto Life Tritd Montseny (LIFE15 NATO/
SE/000757) se inici6 el 1 de octubre de 2016. Nacio de
la necesidad de proteger el triton del Montseny (Calotri-
ton arnoldi), que esta en estado critico de conservacion.
Inicialmente se iba a llevar a cabo en un lugar de interés
comunitario de la Red Natura 2000 (cod. SE5110001) du-
rante los afios 2016-2020, pero se prorrogd hasta el 2022.
Los objetivos pretendidos por este proyecto pueden con-
sultarse en https://lifetritomontseny.eu/es/.

Dos de los objetivos planteados en el proyecto Life-Tritd
del Montseny requieren la realizacion de seguimientos de
las poblaciones de C. arnoldi del Macizo: incrementar el
conocimiento de su biologia y desvelar sus requerimientos
ecologicos y amenazas, ampliando su area de distribucion.

Esta especie, diferenciada de C. asper por Carranza
& Amat (2005), tiene una biologia y una ecologia a priori
similar a la de su congénere. Sin embargo, hay algunas
particularidades que obligan a realizar un tipo de segui-
miento distinto al descrito para C. asper.

Se estima que C. arnoldi tiene una poblacién total de
unos 1.500 ejemplares adultos y ocupa exclusivamente
ocho torrentes de la cuenca alta de La Tordera, entre los
600 y 1.200 m.s.n.m. Los cursos que habita (Fig. 9) pre-
sentan una fuerte pendiente, aguas frias y oxigenadas y
discurren sobre un lecho formado fundamentalmente por
esquistos y pizarras muy fracturadas, que habitualmente

se localizan en areas de hayedo o encinar culminal. Actual-
mente estas ocho poblaciones se distribuyen en dos nu-
cleos, oriental y occidental, situados en ambas vertientes
de La Tordera y aislados genéticamente desde hace unos
200.000 afios (Valbuena-Urefia et al., 2013). Esta particu-
laridad ha hecho que se considerara la gestion de la espe-
cie como si fueran dos especies distintas, para mantener
las caracteristicas genéticas y morfolégicas diferenciales.
Evidentemente, la prioridad es la conservacion de la es-
pecie, pero si pueden mantenerse los procesos evolutivos
independientes detectados sin comprometer el futuro de
la especie queda justificado tratar el grupo oriental y el oc-
cidental como dos unidades distintas de gestion (Valbue-
na-Urefia et al., 2013).

Las diferencias de C. arnoldi con C. asper, que hacen
distintas sus metodologias de seguimiento, se deben al
caracter casi exclusivamente nocturno del triton del Mont-
seny, a la elevada pendiente de los torrentes, que hace
que la corriente sea rapida y dificulte la deteccién durante
el dia, y a la existencia de una gran parte de la poblacion,
que vive en el curso subterraneo donde abundan las frac-
turas y las fisuras. Por otra parte, la especie presenta un
periodo de inactividad estival que puede que realmente
no lo sea, ya que durante el estiaje los tritones ocupan el
acuifero subterraneo y son indetectables. En la Figura 10
puede verse resumido el ciclo fenolégico de la especie.
Por otra parte su distribucion muy restringida, que ocupa
en total 5 km lineales de torrentes en un area de unos 8
km?, la hace muy susceptible a alteraciones en el medio
bien sea por fenémenos climaticos extremos cada vez mas
frecuentes o por modificaciones del flujo de aguas o de la
comunidad vegetal, consecuencia del cambio global (Le-
desma et al., 2019).

Como ya se ha comentado en el seguimiento a largo
plazo de una poblacién de C. asper del Prepirineo catalan
es imposible realizar un seguimiento intensivo en todas las
poblaciones de la especie, debido al elevado coste que
precisarfa. Y eso incluso tratandose de una especie cata-
logada como CR (en peligro critico) por la UICN (Carranza
& Martinez-Solano, 2009), reconociendo la propia entidad
que son necesarios seguimientos para conocer su biologia
y ecologia, y que existe financiacion gracias a un proyec-
to Life (LIFE15 NAT/ES/000757). Por este motivo se optd
por realizar dos tipos de seguimiento que cubrieran todo
el rango de distribucion de la especie: un seguimiento ex-
tensivo y otro intensivo. Ademas, como uno de los objeti-
vos del programa Life era aumentar el area de distribucion
de C. arnoldi creando nuevas poblaciones, se disefiaron
seguimientos especificos para las nuevas poblaciones
naturalizadas. Asi, el seguimiento en el Montseny quedd
estructurado de la siguiente forma:

e Sobre poblaciones naturales:
- Seguimiento extensivo sobre las ocho poblaciones.
- Seguimiento intensivo sobre una poblacion natural.
e Sobre poblaciones de nueva creacion:

- Seguimiento de todas las poblaciones.
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Se alimenta de larvas
de invertebrados acudticos

Seguimiento extensivo sobre las poblaciones naturales

Aungue los seguimientos extensivos de la especie se
iniciaron en 2010, éstos no se regularizaron y extendieron a
las ocho poblaciones hasta 2016. La metodologia utilizada
difiere un poco de lo resefiado hasta ahora, y se resume en
los siguientes puntos:

Se realizan dos censos por afio en primavera y otofio
en cada una de las ocho poblaciones, coincidiendo con
los periodos de maxima actividad de la especie. El segui-
miento se realiza mediante transecto nocturno en tramos
ya delimitados en los estudios previos. Siempre sera ejecu-
tado por dos personas, para mantener constante el esfuer-
zo de captura. La localizacion de los individuos es visual,
sin busqueda activa en los refugios. Por tanto, lo que se
esté estimando es la actividad en el acuifero superficial,
que se considera representativa de la densidad cuando
se comparan los transectos de varios afios y torrentes.
Las prospecciones se realizan siempre en las condiciones
climatolégicas Optimas. Todos los ejemplares localizados
se georreferencian, determinandose su clase de edad y
sexo, asi como los datos basicos sobre biometria, estado
y actividad. Antes y después de cada censo se aplican las
medidas de bioseguridad establecidas para los anfibios y
para el proyecto Life.

Como complementario a estos seguimientos, y dada la
distribucion fragmentada de las poblaciones incluso en el
mismo torrente, se estan realizando muestreos en los to-
rrentes donde hasta ahora no se ha encontrado la especie,
y ensayando técnicas de analisis de presencia mediante
metabarcoding de ADN ambiental (Hebert et al., 2003),
para conocer ausencias reales o presencias en torrentes

Fig. 10. - Ciclo fenolégico de C, arnoldi,
Modificado del triptico de la exposicion
itinerante: “Mi nombre es Calotriton y
sdlo vivo en el Montseny” (Life Trit6 del
Montseny-Diputaci¢ de Barcelona).

en los que hasta la fecha no se ha detectado la especie.
Al mismo tiempo se han analizado los parametros bidticos,
abidticos e histéricos en todos los cursos, independiente-
mente de que se haya localizado o no la especie, y en
los que se conoce su ausencia real. Se ha realizado un
analisis geomorfoldgico estructural, una descripcion de las
caracteristicas de los torrentes (altitud, pendiente, orienta-
cion, cobertura vegetal, estructura del bosque de ribera,
disponibilidad de materia organica, disponibilidad tréfica,
sustrato, hidromorfologia, hidrodindmica, fisico-quimica
del agua, temperatura, captaciones de agua, usos del
suelo actuales y pasados, etc,). Todo ello con la finalidad
de caracterizar la distribucion de la especie y de poder
determinar qué torrentes son éptimos para la creacion de
nuevas poblaciones.

Seguimiento intensivo sobre una poblacion natural

Como ocurria con C. asperen el inicio de su seguimien-
to, una gran parte de la ecologia y dinamica de poblacio-
nes de C. arnoldi era conocida de forma muy superficial.
Por este motivo se planted dentro del proyecto Life Tritd
del Montseny el seguimiento intensivo de una poblacion
situada en el nucleo oriental, teniendo como objeto estimar
el tamafo de poblacién, conocer su estructura demografi-
ca, su fenologia, la dispersion longitudinal o migracion de
los individuos y determinar qué factores estructurales, am-
bientales o antrépicos constituyen un riesgo o una amena-
za, para poder proponer medidas correctoras en caso de
ser necesarias. Por otra parte, al tiempo que se capturaban
individuos para marcarlos se recogieron muestras para su
caracterizacion genética.
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La metodologia aplicada para este seguimiento no
difiere sustancialmente de la utilizada en el primer segui-
miento de C. asper. Se delimité un segmento de 150 m
subdividido en tramos de 10 m. Las marcas de tramo esta-
ban numeradas del 0 al 15 con un color fluorescente, dado
que los seguimientos se realizaban por la noche. Cada
prospeccion fue llevada a cabo por dos investigadores
como minimo, procurando mantener constante el esfuerzo
de captura. Sin embargo, dado que el objetivo no era la
estimacion de IKAs o la comparacion de densidades, sino
un estudio demografico, esta variable no se consideré tan
importante. Desde abril de 2018 los muestreos se realiza-
ron procurando mantener una periodicidad minima men-
sual (Fig. 11) a lo largo de todo el ciclo anual, y se tiene
previsto continuar el seguimiento como minimo hasta mas
alla del afio 2022. Cada prospeccion se realizé de noche
en sentido ascendente y con busqueda activa, intentando
evitar pisar el lecho del torrente. Cuando se localizaba un
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ejemplar era capturado, marcandose el lugar con una ban-
derola, con el fin de liberarlo en el mismo sitio. Cada indi-
viduo capturado fue georreferenciado mediante GPS con
una precision de 1m, y localizado dentro de un tramo. En
el momento de indicar el tramo también se anotaban tres
localizaciones posibles. Por ejemplo, en el tramo 12-13 el
triton podria estar mas cercano al 12, registrandose como
12 - - -13, 0 bien equidistante a los dos marcadores 0 mas
cercano al 13, registrandose como 12- - -13 0 12- - - 13,
respectivamente. De esta forma se obtenfa un error méaxi-
mo de 3,3 m, en muchos casos inferior al error del GPS.
Se recogieron datos morfométricos, de clase de edad y
sexo de todos los ejemplares capturados. Los adultos fue-
ron marcados mediante elastomeros de diferentes colores
(azul, amarillo, rojo y verde) en distintas partes del cuer-
po (zona gular, vientre y parte inferior de las extremida-
des), consiguiendo mediante combinaciones individualizar
los ejemplares (Fig. 12). Durante el primer afio se marco

——T2 media del agua
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Fig. 12. - Zonas de marcado subcuténeo de los tritones adultos capturados y codigo de lectura actual utilizado (izquierda). Abajo a la derecha: marcaje inicialmen-
te utilizado en la cola pero desestimado posteriormente. Centro: Lectura de las marcas con luz UV (arriba) y con luz normal (abajo). Arriba a la derecha: material

utilizado: jeringas de inyeccion y elastémeros.
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también en la parte inferior de la cola, pero se desestimoé
debido al mayor grosor de la piel en esa zona. El reconoci-
miento de las marcas es especialmente sencillo si se usa
una linterna de luz ultravioleta. Dada la sensibilidad de la
especie a la infeccion por Batrachochytrium salamandri-
vorans, patégeno detectado en una zona cercana (Martel
et al., 2020), previamente al inicio del muestreo el material
de campo era desinfectado con Virkon S®, siguiendo los
criterios de bioseguridad existentes (Fernandez-Guiber-
teau et al., 2020), y los investigadores llevaban guantes
de nitrilo que se cambiaban cada vez que se manipulaba
un ejemplar.

Los datos de demografia y dindmica de poblaciones
asi obtenidos nos permiten conocer las variables bioldgi-
cas y demograficas necesarias para planificar la naturali-
zacion de ejemplares en un torrente donde la especie no
esta presente y en el que los estudios complementarios
comentados en el apartado anterior sugieren que es un
habitat dptimo. De hecho, gran parte de los torrentes anali-
zados en los que no esta presente actualmente C. arnold,
dentro de los que componen el area optima de distribu-
cion, presentan condiciones no significativamente distintas
a las de los torrentes donde si esté presente. En algunos
casos, unicamente la desestructuracion del bosque de ri-
bera (desaparicion de especies autdctonas o ausencia de
éstas), la geomorfologia del lecho (sin fisuras o fracturas
que permitan la circulacion de agua subterranea durante el
estiaje) y los usos antiguos del medio (mineria y carboneo,
por ejemplo) parecen explicar la ausencia de la especie.

Seguimiento de las poblaciones de nueva creacion

Existe una gran incertidumbre sobre los criterios a te-
ner en cuenta en el momento de la eleccion de un torrente
como candidato a crear en él una nueva poblacion. Para
subsanar esta incertidumbre se han utilizado los resulta-
dos obtenidos en los seguimientos anteriores, tanto a nivel
de especie como de héabitat, y se ha modelizado a largo

Tamaiio poblacional 2>

-

K, = capacidad de carga

N, = poblacion inicial

plazo como evolucionarian las poblaciones a partir de la
introduccién de un numero determinado de ejemplares, la
capacidad de carga del medio y la curva de crecimiento
poblacional registrada a partir de las estimaciones de los
parametros ecologicos obtenidos en los seguimientos de
la especie y el habitat (Villero et al., 2020) (Fig. 13).

En la seleccién del torrente hay otros parametros que
deben tenerse muy en cuenta. Por una parte, la seleccion
de nuevas poblaciones debe incluir forzosamente una eva-
luacion de costes por parte del proyecto para ver si son
asumibles, y una estimacion real de la disponibilidad de
ejemplares a liberar. Es necesario una coordinacion con
los centros de cria para poder alcanzar las recomendacio-
nes de liberacion y refuerzo propuestos por los estudios
de modelizacion. En todo caso, el numero de torrentes que
pueden albergar nuevas poblaciones estara siempre de-
terminado por esta disponibilidad de ejemplares y por otro
aspecto poco bioldgico pero muy realista: la propiedad y
gestion de la localidad propuesta. Si existen habitats ade-
cuados es preferible que éstos sean de titularidad publica
ya que facilita la gestién. En caso contrario es necesario
llegar a acuerdos con el propietario, que pueden ser des-
de una simple autorizacion, un acuerdo de custodia, una
permuta o incluso una compra. La importancia de las ac-
ciones de sensibilizacion y conocimiento propuestas en el
proyecto Life Tritd del Montseny, entre los muchos obje-
tivos, pretende que los propietarios forestales entiendan
la importancia de conservar esta especie, y para ello es
necesario seducirlos ambientalmente y que ellos mismos
entiendan el beneficio, no necesariamente econémico, que
supone la conservacion de las poblaciones de C. arnoldi
como un acervo cultural, natural, histérico y de futuro sos-
tenible, que debe mantenerse para futuras generaciones.

Una vez seleccionado el torrente es imprescindible de-
terminar el tramo de la liberacion y decidir qué protocolo
de seguimiento se va a realizar. En el caso de uno de los
torrentes en que se ha realizado la liberacion de individuos
la metodologia de seguimiento ha sido la siguiente:

/ r=curva de crecimiento

Fig. 13. - Modelo tedrico de la

Tiempo 2>

evolucién de una introduccion.
Modificado de Villero et al. 2020.
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Seleccion de un tramo de 100 m, aproximadamente,
considerado como éptimo.

Determinacion de 21 puntos de liberacion georrefe-
renciados.

Liberacion de ejemplares adultos marcados con mi-
crochips para identificacion individual y estimacion
de la dispersion en un habitat nuevo.

Realizacion de tres censos nocturnos anuales con
busqueda activa de ejemplares.

Los transectos se realizan por un nimero variable de
prospectores (entre cuatro y ocho), ya que el objetivo no
es evaluar densidades sino capturar el nimero maximo
de ejemplares para determinar el nivel de asentamiento
(Fig. 14) y adaptacion en funcién de los desplazamien-
tos realizados, variacion de peso, de talla.

Los individuos recapturados son identificados me-
diante el lector de microchips, se georreferencian y
se realiza la morfometria correspondiente. Posterior-
mente se liberan en el mismo lugar de captura.

El seguimiento debe prolongarse hasta el cuarto o
quinto afio para poder tener confirmacion del éxito
reproductor, determinar el grado de asentamiento y
estimar los parametros bidticos y abidticos que pue-
den explicar la distribucion de los ejemplares a lo
largo del torrente. Es evidente que los tritones libera-
dos, provenientes todos ellos de cria en cautividad,
precisan de un tiempo de reconocimiento y eleccion
del microhabitat mas adecuado. Esto comportara sin
duda dispersiones o agrupaciones en las zonas mas
favorables para la especie. La liberacion de los trito-
nes en tramos evaluados como éptimos por un comité
creado al respecto no implica que sea el finalmente
elegido por los ejemplares liberados, por mucho que
los criterios de eleccion se hayan elaborado a partir
de datos y modelos lo mas objetivos posible.

En los siguientes afios debe reforzarse la poblacion
en funcion de los modelos elaborados por Villero et
al. (2020).

Tl

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Zonas

B Punto de liberacion

B Punto de recaptura
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munidades herpetoldgicas y su habilidad en el campo son
dificiles de encontrar. Al personal del Life Trit¢ del Mont-
seny del Parc Natural-Reserva de la Biosfera del Montseny
por su gran entusiasmo, horas y horas de dedicacion y co-
laboracion, y por permitirnos participar en este proyecto
Life (Dani Guinart, Sonia Solorzano, Jordina Grau), y muy
especialmente a los guardaparques del Montseny, Xavier y
Llufs, cuyo trabajo, entusiasmo y conocimiento del terreno
han sido imprescindibles para llevar a buen puerto estos
estudios). Al personal de Torreferrussa: Francesc Carbo-
nell, Ménica Alonso y Raquel Larios por ser parte de este
trabajo y estar siempre dispuestos a participar en los se-
guimientos. A Félix Amat por convencernos para realizar
el seguimiento de las poblaciones de C. arnoldi, iMoltes
gracies! También a Jordi-Garcia Petit, Director del Parc
Natural del Cadi-Moixerd por priorizar los seguimientos
de C. asper en dicho parque y por las facilidades dadas
para ello. Finalmente, al gran nimero de compaferos que
en un momento u otro han participado de estos estudios:
Gustavo Llorente, Xavier Santos, Dani Villero, Nuria Garriga
y un sinfin de herpetdlogos més. Los estudios realizados

Fig. 14. - Distribucion de los
ejemplares liberados a lo largo
del torrente elegido para el
asentamiento de una nueva
poblacion y distribucion de las
recapturas después de seis
censos realizados.
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fueron autorizados en cada periodo de estudio mediante
los correspondientes permisos otorgados por la Conselle-
ria correspondiente de la Generalitat de Catalunya y por la
administracion de los Parques en los que se ha trabajado.
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RESUMEN

Planificar acciones de conservacion para favorecer la persistencia de poblaciones de anfibios en ambientes cada vez mas fragmentados y
degradados requiere un conocimiento profundo de su biologia. Sin embargo, el estado de conocimiento de las dinamicas poblacionales de la
mayor parte de las especies ibéricas es escaso y fragmentario, y apenas existen estudios que puedan paliar estas carencias. En este trabajo
se sintetizan los principales resultados de un programa de seguimiento a largo plazo de una comunidad de anfibios iniciado en 2009 en la
sierra de Guadarrama (Madrid) y mantenido ininterrumpidamente hasta la actualidad. Este programa se basa en la integracion de historiales
de captura obtenidos mediante el marcaje con PIT-tags y datos moleculares. Los resultados muestran que cinco de las especies estudiadas
(Pleurodeles waltl Michahelles, 1830, Triturus marmoratus (Latreille, 1800), Alytes cisternasii Boscéa, 1879, Pelobates cultripes (Cuvier, 1829) y
Epidalea calamita (Laurenti, 1768)) pueden alcanzar edades superiores a 10 afios en el medio natural, mientras que otras dos (Hyla molleri Be-
driaga, 1889y Pelophylax perezi(Lopez Seoane, 1885)) tienen una longevidad menor. Las estimaciones de abundancia muestran la existencia
de poblaciones relativamente grandes y estables en la mayoria de especies, aunque E. calamitay H. molleri presentan amplias fluctuaciones
interanuales y P. perezi sufrié un fuerte declive poblacional sostenido desde el inicio del estudio. Las estimaciones de tamafos efectivos po-
blacionales (N, y N,) son muy inferiores a los tamarios estimados de censo de las diferentes especies, que a su vez presentan valores mode-
rados o altos (E. calamita) de diversidad genética. Se han registrado desplazamientos de individuos marcados entre puntos de reproduccion
alejados entre si 700 metros para cinco de las especies de estudio (P. waltl, E. calamita, P. cultripes, H. molleriy P. perezi), destacando esta
Ultima especie por su alta movilidad. Los patrones de migracion entre puntos de reproduccion son asimétricos, con un sentido preferente que
difiere entre especies. Se discuten las implicaciones de estos resultados para la conservacion a largo plazo de comunidades de anfibios.

PALABRAS CLAVE: Anfibios, abundancia, conservacion, demografia, dispersion.

ABSTRACT

Designing conservation actions to favor the persistence of amphibian populations in their increasingly fragmented and degraded habitats
requires a deep understanding of their biology. However, our knowledge about population dynamics of most lberian amphibians is scarce and
incomplete, with a lack of studies providing relevant information. Here we summarize the main results of a long term amphibian monitoring
program in Sierra de Guadarrama (Spain) carried out uninterruptedly since 2009. This program is based on the integration of capture histories
from PIT-tagged individuals and molecular data. Our results show that five species (Pleurodeles waltl Michahelles, 1830, Triturus marmoratus
(Latreille, 1800), Alytes cisternasii Boscéa, 1879, Pelobates cultripes (Cuvier, 1829), and Epidalea calamita (Laurenti, 1768)) can live more than
10 years in the wild, whereas two (Hyla molleriBedriaga, 1889 and Pelophylax perezi (Lopez Seoane, 1885)) have shorter lifespans. Abundance
estimates indicate populations of most species are relatively large and stable, albeit E. calamita and H. molleri show large interannual fluctua-
tions and P. perezi suffered a strong, sustained population decline since the beginning of the study. Effective population size estimates (N, and
N.,) are much smaller than population census estimates of the different species, which show moderate or high (E. calamita) levels of genetic
diversity. We recorded displacements of marked individuals between breeding sites located 700 m apart in five species (P. waltl, E. calamita,
P. cultripes, H. molleri, and P. perezi), the latter exhibiting the highest mobility. Migration rates between breeding sites were asymmetric and
differed among species in their preferred directionality. We discuss the implications of these results for the long-term conservation of amphibian
communities.

KEY WORDS: Amphibians, abundance, conservation, demography, dispersal.

LABURPENA

Gero eta isolatuagoak eta andeatuagoak dauden inguruneetako anfibioen populazioen iraunkortasuna bermatuko duten kontserba-
zio-ekintzak planifikatzeko, beharrezkoa da haien biologiaren ezagutza sakona. Hala ere, espezie iberiar gehienen populazio-dinamiken eza-
gutza-egoera urria eta zatikatua da, eta ia ez dago hutsune horiek bete ditzakeen ikerketarik. Lan honetan, 2009an Guadarrama mendilerroan
(Madril) hasi eta gaur egun arte etenik gabe mantendu den anfibio-komunitate baten epe luzerako jarraipen-programaren emaitza nagusiak
laburbiltzen dira. Programa hau PIT-tag markaketaren bidez bildutako erregistro-historialen eta datu molekularren integrazioan oinarritzen da.
Emaitzek erakusten dutenez, azterturiko espezieetako bost (Pleurodeles waltl Michahelles, 1830, Triturus marmoratus (Latreille, 1800), Alytes
cisternasii Boscé, 1879, Pelobates cultripes (Cuvier, 1829) eta Epidalea calamita (Laurenti, 1768)) ingurune naturalean 10 urtetik gorako adina
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izan dezakete, eta beste bi (Hyla molleri Bedriaga, 1889 eta Pelophylax perezi (Lépez Seoane, 1885)), berriz, bizitza-luzera laburragoa. Uga-
ritasun-estimazioek erakusten dute populazio handi eta egonkor samarrak daudela espezie gehienetan, nahiz eta E. calamita eta H. molleri
espezieek urte arteko gorabehera handiak dituzten, eta P. perezi espezieak populazio-gainbehera handia jasan zuen azterketa hasi zenetik. Po-
pulazio-tamaina efektiboen estimazioak (N, eta N,) espezie desberdinen erroldako tamaina estimatuak baino askoz txikiagoak dira, baina, aldi
berean, espezieek dibertsitate genetiko nahiko altua dute, batez ere E. calamita-k. Elkarrengandik 700 metrotara bananduriko ugalketa-puntuen
arteko aleen arteko joan-etorria hauteman da bost espezietan (P. waltl, E. calamita, P. cultripes, H. molleri eta P. perezi), P. perezinabarmentzen
delarik. Ugalketa-puntuen arteko migrazio-tasak asimetrikoak dira, hots, espezieek preferentzia desberdinak dituzte. Emaitza hauetan anbifioen
komunitateak epe luzera kontserbatzeko dituzten ondorioak eztabaidatzen dira.

GAKO-HITZAK: Anfibioak, ugaritasuna, kontserbazioa, demografia, mugikortasuna.

INTRODUCCION

Las poblaciones de anfibios estan en declive en todo el
mundo (Campbell Grant et al., 2020) y muchas administra-
ciones locales y regionales estan desarrollando planes de
gestion y acciones de conservacion cuyo éxito depende de
su buen ajuste a la biologia y demografia de las especies a
proteger (Brooks, 2020). Lamentablemente, sabemos poco
de la biologia y demografia de la mayor parte de especies
de anfibios, incluidas las mas comunes (Green et al., 2020).
Por ello, es necesario empezar por disefiar planes de se-
guimiento que nos aporten la informacion necesaria.

Entre los parametros méas importantes para valorar la
probabilidad de persistencia de una poblacién de anfibios
a largo plazo o la efectividad de las medidas dirigidas a
mejorar su estado de conservacion podemos considerar
los siguientes: 1) el numero de individuos que componen
la poblacién, 2) su edad de maduracién y longevidad, que
permiten caracterizar la estructura de edades de la pobla-
cién, 3) su fecundidad y éxito reproductor, que determi-
nan la tasa de renovacion de la poblacion y su capacidad
para mantener la diversidad genética, y 4) su capacidad
de dispersion, que es clave para evaluar el grado de co-
nectividad potencial entre nucleos reproductores (Guarino
et al., 2003; Morrison y Hero, 2003; Joly, 2019). Estos pa-
rametros son dificiles de estimar en el campo y general-
mente requieren el marcaje y seguimiento de los individuos
a lo largo de multiples temporadas de reproduccion, bien
con microchips o transponders (PIT-tags) o con métodos
menos invasivos, como la foto-identificacion (Cruickshank
y Schmidt, 2017). En combinacién con estas técnicas de
marcaje, la aplicacion de herramientas moleculares aporta
informacion complementaria muy valiosa para comprender
mejor la biologia y dinamicas poblacionales de los anfi-
bios, por ejemplo mediante la estimacion de indices de
diversidad y estructura genética o de tasas de migracion
y flujo genético entre puntos de reproduccion (Beebee,
2005; McCartney-Melstad y Shaffer, 2015; Pabijan et al.,
2020). Es urgente disefiar protocolos de muestreo eficaces
que permitan obtener los datos necesarios para estimar
todos estos parametros a lo largo del tiempo y de manera
comparable entre distintas localidades y regiones, con el
fin de caracterizar las fluctuaciones demograficas, tanto
naturales como afectadas por actividades humanas, que
muestran las distintas especies.

La peninsula ibérica presenta una alta diversidad de
anfibios, con una elevada proporcién de especies endémi-

cas (Salvador y Martinez-Solano, 2021). Aunque la Ultima
actualizacion general de su estado de conservacion data
ya de 20 afios atras (Pleguezuelos et al., 2002), los datos
mas recientes muestran tendencias a la baja en la mayor
parte de especies (AHE, 2021). A las amenazas principa-
les detectadas hace décadas, sobre todo la destruccion y
alteracion de héabitats acuaticos (Ferreira y Beja, 2013), se
han sumado con fuerza otras cuyo impacto solo se intuia
entonces, como la introduccion de especies exdticas y la
aparicion de nuevas enfermedades infecciosas (ranaviro-
sis y quitridiomicosis) (Price et al., 2014; Mota-Ferreira y
Beja, 2020; Bosch et al., 2021; Thumsova et al., 2021). Esta
situacion hace necesaria la adopcion de medidas para la
conservacion a largo plazo de este rico patrimonio bioldgi-
co. Sin embargo, nuestro conocimiento acerca de la bio-
logia y dinamicas poblacionales de la mayor parte de las
especies ibéricas es escaso y fragmentario, y apenas exis-
ten programas de seguimiento a largo plazo que puedan
paliar estos importantes vacios de conocimiento.

En este trabajo se resumen algunos de los principales
resultados de un programa de seguimiento de estas carac-
teristicas. Se trata de un estudio iniciado en 2009 y desa-
rrollado ininterrumpidamente hasta la actualidad, en el que
se ha monitorizado una comunidad de anfibios de la sierra
de Guadarrama, en el norte de la Comunidad de Madrid
(Sanchez-Montes y Martinez-Solano, 2011; Sanchez-Mon-
tes et al., 2017a; Capella-Marzo et al., 2020; Fernandez de
Larrea et al., 2021). Para ello, se han marcado individuos
de diferentes especies con PIT-tags y se han genotipado
representantes de diferentes cohortes a lo largo de los
afios utilizando marcadores moleculares (microsatélites),
con el objetivo de obtener estimaciones de cuatro parame-
tros demogréficos clave: 1) longevidad maxima de cada
especie en el medio natural, 2) tamafios poblacionales (nu-
mero de adultos y tamafios efectivos, que corresponden al
censo de individuos adultos y a la fraccién reproductora de
los mismos, respectivamente), 3) diversidad genética, y 4)
estructura genética y tasas de dispersion. Los resultados
aportan valiosa informacion acerca de la biologia y dindmi-
cas poblacionales de diferentes especies, que puede ser
aplicada en programas de conservacion.

MATERIAL Y METODOS
Area y especies de estudio

El drea de estudio se localiza entre los municipios de
Valdemanco y La Cabrera, en el norte de la Comunidad
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de Madrid, en la vertiente sur de la sierra de Guadarrama
(Fig. 1). Durante el periodo de estudio se han muestrea-
do de forma intensiva dos humedales que constituyen los
principales puntos de reproduccion para la comunidad
de anfibios de la zona y que distan 700 metros entre si: la
Gravera y la Laguna de Valdemanco. Se trata de sistemas
acuaticos temporales, de hidroperiodo variable, que suelen
llenarse de agua con las lluvias invernales y secarse com-
pletamente en verano (ver detalles en Sanchez-Montes y
Martinez-Solano, 2011; Sanchez-Montes et al., 2017a; Ca-
pella-Marzo et al., 2020; Fernandez de Larrea et al., 2021).

Las especies de anfibios que se reproducen en el area
de estudio son (Fig. 2): gallipato (Pleurodeles waltl Mi-
chahelles, 1830), triton jaspeado ( Triturus marmoratus (La-
treille, 1800)), sapo partero ibérico (Alytes cisternasii Bos-

c4, 1879), sapo de espuelas (Pelobates cultripes (Cuvier,
1829)), sapo corredor (Epidalea calamita (Laurenti, 1768)),
ranita de San Antonio ibérica (Hyla molleri Bedriaga, 1889)
y rana verde comun (Pelophylax perezi (Lopez Seoane,
1885)). Ocasionalmente se han localizado ademas indi-
viduos aislados de otras dos especies, el sapillo pintojo
ibérico (Discoglossus galganoi Capula, Nascetti, Lanza,
Bullini y Crespo, 1985) y el sapo comun ibérico (Bufo spi-
nosus Daudin, 1803), que no presentan poblaciones repro-
ductoras estables en las dos lagunas estudiadas.

Procedimiento de muestreo

El protocolo de campo ha sido descrito en detalle en
Sanchez-Montes et al. (2017a), Gutiérrez-Rodriguez et al.

Laguna de
. Valdemanco

Fig. 1. - a) Localizacion del area
de estudio al norte de la Comu-
nidad de Madrid. b) Imagen de
satélite en la que se marcan los
dos principales humedales de
estudio: la Gravera (fotografiada
en detalle en c) y la Laguna de
Valdemanco (fotografia d).
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*

Fig. 2. - Anfibios presentes en el area de estudio. De izquierda a derecha y de arriba abajo
cultripes, Epidalea calamita, Hyla molleri, Pelophylax pereziy Bufo spinosus.
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(2017), Capella-Marzo et al. (2020) y Fernandez de Larrea et
al. (2021). Brevemente, durante el periodo de actividad de
las diferentes especies se llevaron a cabo muestreos noc-
turnos en los que se tratd de localizar y capturar a todos los
individuos presentes en el area de estudio. Los muestreos
se centraron principalmente en los dos puntos de reproduc-
cion citados (la Laguna de Valdemanco y la Gravera), aun-
que también se muestrearon otros puntos de reproduccion
menores (piscinas abandonadas, abrevaderos, canteras) y
los caminos que atraviesan el drea de estudio. Se registro
el lugar de captura de cada individuo y se tomaron datos
biométricos (longitud hocico-cloaca, longitud total, masa
corporal). Posteriormente se les implanté un PIT-tag con un
cédigo alfanumérico Unico para su identificacion (Fig. 3) y
se tomd una pequefia muestra de tejido para realizar andli-
sis moleculares. Todos los ejemplares fueron liberados en el
mismo lugar de captura al finalizar su procesamiento.

Anadlisis de historiales de captura

Para cada individuo marcado se elaboraron historia-
les de captura, indicando aquellas fechas en las que fue
observado (1) o no (0) a lo largo del programa de segui-
miento. A partir de estos historiales se extrajo informacion
acerca de los desplazamientos realizados por individuos
capturados en localizaciones multiples (Sanchez-Montes
y Martinez-Solano, 2011; Gutiérrez-Rodriguez et al., 2017;
Sanchez-Montes et al., 2018; Capella-Marzo et al., 2020;

Fernandez de Larrea et al, 2021), y su longevidad (es-
timada indirectamente a partir del tiempo maximo trans-
currido entre capturas). Ademéas, se estimé el numero de
machos y hembras adultos de las diferentes especies (N,)
en sucesivas temporadas de reproduccion aplicando anéa-
lisis de captura-recaptura con el programa MARK (White
y Burnham, 1999) (ver detalles en Sanchez-Montes et al.,
2017a; Gutiérrez-Rodriguez et al., 2017; Capella-Marzo et
al., 2020 y Fernandez de Larrea et al., 2021).

Anadlisis moleculares

La muestra de tejido tomada a cada individuo marcado
se utilizd para extraer su ADN genémico y posteriormente
genotiparlo mediante marcadores especificos de tipo mi-
crosatélite (Gutiérrez-Rodriguez y Martinez-Solano, 2013;
Gutiérrez-Rodriguez et al., 2014; Sanchez-Montes et al.,
2016, 2017b). A partir de los perfiles genéticos obtenidos
(genotipos) se estimaron diferentes parametros, como el

numero efectivo de reproductores (N,, Waples y Antao,

2014), el tamarfio efectivo de la poblacion (N, Wang et al.,
2016), asi como diferentes indices de diversidad genética,
como la riqueza alélica media (Gutiérrez-Rodriguez et al.,
2017; Sanchez-Montes et al., 2017a; Capella-Marzo et al.,
2020; Fernandez de Larrea et al., 2021). Ademas, se esti-

maron indices de diferenciacion genética (F,, Gg,) y tasas

de migracion entre puntos de reproduccion (Capella-Mar-
zo et al., 2020; Fernandez de Larrea et al., 2021).

Fig. 3. - Procesa-
miento de un indivi-
duo de Pelophylax
perezi en el cam-
po. Se muestra el
material empleado
para el registro de
variables biométri-
cas (regla y bascu-
la), la implantacion
de PIT-tags (agu-
ja 'y microchips,
detalle abajo), la
lectura de los PIT-
tags (detalle de la
lectura del cédigo
de un individuo de
Alytes  cisternasii,
esquina inferior iz-
quierda) y la toma
de muestras de
tejido (tubos con
etanol absoluto eti-
quetados, alcohol
para desinfeccion
del material).
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RESULTADOS

Alo largo del estudio se han registrado individuos mar-
cados de cuatro especies (P. waltl, A. cisternasii, E. cala-
mitay P. cultripes) con intervalos maximos entre capturas
superiores a 10 afios (Tabla 1). Teniendo en cuenta que
casi todos los individuos marcados al principio del estudio
fueron adultos, y sumando por tanto la edad estimada de
maduracion, se obtuvieron estimaciones minimas de lon-
gevidad en el medio natural superiores a los 12 afios para
estas cuatro especies (Tabla 1). La longevidad estimada
para las hembras de T. marmoratus superé los 10 afios.
Por su parte, P. pereziy, sobre todo, H. molleri, presen-
taron una longevidad menor que el resto de especies y
son, por tanto, las de ciclo de vida mas corto dentro de la
comunidad de anfibios de estudio.

Las estimaciones de abundancia disponibles hasta el
momento (para cinco de las siete especies que se repro-
ducen en el érea de estudio) indican que la Laguna de Val-
demanco presenta poblaciones relativamente abundantes
de P. waltl, con alrededor de 300 individuos de cada sexo
y P. cultripes, con cerca de 150 individuos de cada sexo.
Epidalea calamita, con una sex-ratio muy sesgada hacia
los machos, y H. molleri, para la que solo se han podido
obtener estimaciones para los machos, mostraron fuer-
tes fluctuaciones en su abundancia a lo largo de los afios
(Fig. 4). Las estimaciones de P. perezi en la Laguna de
Valdemanco revelan un fuerte declive poblacional soste-
nido desde el principio del estudio, aunque con indicios

GREGORIO SANCHEZ-MONTES, [RIGO MARTINEZ-SOLANO

que apuntan a una posible recuperacion en el afio 2019. El
declive de esta especie también ha sido patente (aunque
menos acusado) en la Gravera, que a su vez presenta una
poblacion relevante de P. waltl, con un censo total superior
a los 300 adultos (Fig. 4).

Especie Sexo | Tmax (afos) | Madur (afos) | Long (anos)
Pleurodeles | Macho 12,08 15 13,58
waltl Hembra 11,78* 1,5 13,28
Triturus Macho 3,08 417 7,25
marmoratus | Hempra 7,42 4.4 11,82
Aytes | Macho 10,64 2 12,64
cisternasii | Hempra 7,16 2 9,16
Epidalea Macho 10,18 3 13,18
calamita Hembra 9,90 4 13,90
Pelobates | Macho 9,88 3 12,88
cultripes Hembra 10,95 3 13,95
Hyla ' Macho 3,12 1 412
molleri Hembra 3,14 2 5,14
Pelophylax | Macho 4,11 2 6,11
perezi Hembra 6,11 3 9,11

Tabla 1. - Tiempo maximo registrado entre capturas de un mismo individuo
(Tmax), para machos y hembras de cada especie de estudio. Se indica
también la edad media de madurez sexual segun Trochet et al., (2014) (Ma-
dur) y la estimacién minima de longevidad (Long = Tmax+Madur). *: Fue
marcada como juvenil inmaduro, con una longitud hocico-cloaca = 56 mmy
una longitud total = 109 mm.
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Fig. 4. - Estimaciones de abundancia (nimero
200 4 e) 120 4 f) de adultos de cada sexo, N,; machos: simbolos
negros, hembras: simbolos blancos) y nimero
150 1 100 efectivo de reproductores (N,, simbolos rojos;
80 las estimaciones de P. waltl en 2018 correspon-
den al tamario efectivo poblacional, N,) para
100 60 las poblaciones de la Laguna de Valdemanco
I I I (circulos) y la Gravera (triangulos) a lo largo del
50 - 40 z I periodo de estudio. Las barras de error de cada
5 20 " . 2 E estimacion representan el intervalo de confian-
x TR i & 2™ za al 95% (algunos limites superiores sobrepa-
0 - . - . . — 01 . . . . san la escala del gréﬁco). a) Pleurodeles wall
2010 2012 2014 2016 2018 2010 2012 2014 2016 2018 b) Epidalea calamita, c) Pelobates cultripes, d)
. . Hyla molleri, e) Pelophylax perezi (Laguna de
Afio Afo Valdemanco), f) P. perezi (Gravera).
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Los tamarios efectivos, medidos como N, o N_, son
muy inferiores al tamafo estimado de censo o abundancia
(N,), con valores cercanos a la mitad de N, o muy por de-
bajo, segun la especie (Fig. 4). En aquellas especies para
las que se dispone de mas de una estimacion de N, (o N,)
alo largo del estudio, este parametro parece relativamente
estable en el tiempo, con la excepcién de P. perezien la
Laguna de Valdemanco, que presentd un fuerte descenso
de N, entre 2010 y 2018. Las poblaciones de P. waltly P.
perezi de la Gravera, pese a presentar en general abun-
dancias inferiores a la Laguna de Valdemanco, mostraron
estimaciones de N, (o N,) similares (P. waltl) o incluso su-
periores (P. perezi).

Solo se dispone de estimaciones puntuales de diversi-
dad genética para algunas de las poblaciones de estudio.
Casi todas presentan valores de riqueza alélica media (es
decir, calculada a partir de todos los marcadores utiliza-
dos para genotipar cada especie, respectivamente) entre
5y 10 (Fig. 5). Pleurodeles waltly P. cultripes presentaron
las estimaciones de riqueza alélica méas bajas entre las es-
pecies de estudio. Por su parte, E. calamita presentd una
diversidad genética muy superior al resto de las especies.
La poblacion de P. waltl de la Laguna de Valdemanco
mostré valores similares entre 2010 y 2018, mientras que
la riqueza alélica de la poblacion de P. perezi disminuyd
durante el mismo periodo (Fig. 5).

25 * P waltl Laguna
© P.waltl Gravera
" F calamita -
® | + P cultripes
o 20 *  H. molleri
£ A P perezi Laguna
- & P perezi Gravera
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g
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Fig. 5. - Estimaciones de diversidad genética (medida como riqueza aléli-
ca media) en las poblaciones de estudio.

Se han confirmado desplazamientos de individuos
marcados entre la Laguna de Valdemanco y la Gravera
(distantes 700 metros) para cinco de las especies de estu-
dio: P. waltl, E. calamita, P. cultripes, H. molleriy P. perezi
(Fig. 6). La especie que presentd mayor movilidad fue P.
perezi, con un elevado numero de desplazamientos en-
tre los dos puntos de reproduccioén principales, asi como
también hacia otros puntos de reproduccion secundarios,
como piscinas abandonadas y abrevaderos (Fig. 6e). La
mayoria de los desplazamientos registrados para P. waltly
H. molleri se circunscribieron a la Laguna de Valdemanco
y la Gravera, mientras que cierto nimero de individuos de
E. calamitay P. cultripes fueron también registrados des-
plazandose a éareas terrestres circundantes (Fig. 6).

Las estimaciones disponibles de diferenciacion gené-
tica y tasas de migracion por generacion (TMG) muestran
una amplia pero asimétrica conectividad entre las pobla-
ciones de la Laguna de Valdemanco y la Gravera, tanto en
P. waltl (Fy;=0,009; TMG 2 gravera = 31:8% TMGig oo aguna
= 5,2%, Fernandez de Larrea et al., 2021) como en P. pe-
rezi (G, = 0,082, TMG =16,2% TMG =

Laguna-Gravera Gravera-Laguna

29,9%, Capella-Marzo et al., 2020).

DISCUSION

Mantener durante 12 afios un estudio demografico ba-
sado en el marcaje y seguimiento de individuos de varias
especies de anfibios requiere un esfuerzo considerable
de tiempo y recursos materiales y personales, pero aporta
estimaciones precisas de parametros clave para entender
sus poco conocidas dinamicas poblacionales.

Algunas de las preguntas mas basicas sobre la biologia
de cualquier especie se refieren a su longevidad: ;cuanto
vive una rana? En el caso de los anfibios, incluso en las
especies mas comunes, esta pregunta sigue sin respuesta
clara. Primero, por ser una pregunta ambigua. ;Qué que-
remos saber, cuanto puede llegar a vivir? ; O cuanto suelen
llegar a vivir los individuos habitualmente? ;Nos referimos
a condiciones de cautividad o en su medio natural? Se-
gundo, porgue existen pocos datos que permitan intentar
resolver alguna de estas cuestiones. Los resultados obte-
nidos hasta el momento en este programa de seguimiento
certifican que al menos cuatro de las especies de estudio
(P. walll, A. cisternasii, P. cultripes y E. calamita) presen-
tan individuos que llegan a superar los 10 afos de vida en
su medio natural. Dado que la gran mayoria de los indivi-
duos se marcan como adultos maduros sexualmente (con
algunas excepciones de marcaje de juveniles inmaduros
que, en cualquier caso, tienen al menos cerca de un afo
de edad, ver Tabla 1), las estimas de longevidad de estas
cuatro especies en su medio natural superan los 12 afios,
incluso aunque se consideren edades de maduracion mas
tempranas (dos afios de edad) que las documentadas en
Trochet et al. (2014) (ver Tabla 1). Estos registros superan
ampliamente la longevidad maxima documentada en su
medio natural hasta la fecha para A. cisternasii (6 afios,
Marquez et al., 1997) y P. waltl (10 afos, Diaz-Paniagua
et al., 2005). También superan ligeramente la longevidad
maxima documentada para P. cultripes (12 afios, Talavera,
1990) y para poblaciones ibéricas de E. calamita (12 afos,
Oromi et al, 2012). Actualmente se siguen registrando
recapturas de individuos de estas cuatro especies mar-
cados al inicio del programa de seguimiento, por lo que
es posible que algunas estimaciones de longevidad sigan
aumentando.

Las estimaciones de longevidad de T. marmoratus
apuntan a que esta especie puede también superar los
10 afios de edad en la poblacién de estudio, al menos en
el caso de las hembras, aunque la edad de maduracion
sexual obtenida de la bibliografia puede resultar una so-
brestimacion (Tabla 1). Sin embargo, se han documentado
longevidades incluso superiores (hasta 14-15 afios) en po-
blaciones francesas y portuguesas (Caetano et al., 1985;
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Francillon-Vieillot et al., 1990). Por su parte, H. molleri ape-
nas supera los 4-5 afos de edad, lo que representa la pri-
mera estimacion de longevidad para la especie y pone de
manifiesto que se trata de una rana de ciclo de vida corto.
Tampoco P. pereziparece alcanzar los 10 afios de edad en
el medio natural, aunque nuestros registros de longevidad
(Tabla 1) superan ampliamente los documentados hasta la
fecha para la especie, tanto en machos (5 afios, Docampo
y Milagrosa-Vega, 1991; Patén et al, 1991) como, sobre
todo, en hembras (6 afios, Patén et al., 1991; Esteban et
al., 1996). Todos los datos previos de longevidad en las
siete especies corresponden a estimaciones indirectas ba-
sadas en esqueletocronologia, una técnica consistente en
el recuento de lineas anuales de crecimiento depositadas
en los huesos de los individuos y que resulta especialmen-
te compleja en ejemplares longevos, ya que los anillos de
crecimiento son cada vez mas estrechos y se acumulan en

Fig. 6. - NUmero de des-
plazamientos  (algunos
individuos han realiza-
do més de un despla-
zamiento)  observados
para cada especie a
través de los diferentes
puntos muestreados en
el drea de estudio. Se
indica la localizacion
de los dos puntos de
reproduccion  principa-
les del area de estudio
(Laguna de Valdemanco
y Gravera). El resto de
localizaciones de indi-
viduos corresponden a
puntos de reproduccion
secundarios  (triangulo:
abrevadero; cuadrados:
piscinas abandonadas;
circulo: arroyo) o areas
terrestres (sin simbolos).
Las flechas bidireccio-
nales indican desplaza-
mientos de ida y vuelta
realizados por un mismo
individuo. a) Pleurodeles
waltl, b) Epidalea cala-
mita, c¢) Pelobates cul-
tripes, d) Hyla molleri, e)
Pelophylax perezi.

Laguna de
'Valdemanco

los bordes exteriores del hueso (Sinsch, 2015). Los regis-
tros directos obtenidos gracias al marcaje y seguimiento
de individuos han permitido, por tanto, certificar y, en va-
rios casos, aumentar las estimaciones disponibles de lon-
gevidad para estas especies.

También son muy escasos los estudios que aportan
estimaciones de tamafios poblacionales en anfibios, y
mas aun los que documentan su variacion a lo largo del
tiempo. Por este motivo, resulta complicado poner en con-
texto nuestras estimaciones de abundancia, que ademas
corresponden todavia a series temporales demasiado cor-
tas como para caracterizar adecuadamente las dinamicas
demogréficas de estas especies. Sin embargo, se ha po-
dido estimar con una precisién creciente a lo largo de los
afnos el numero de machos de la poblacién de H. molleri
de la Laguna de Valdemanco y el nimero de individuos de
ambos sexos de las poblaciones de E. calamita, P. cultri-
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pes, P. waltly P. perezi. Las dos ultimas especies cuentan
también con poblaciones reproductoras importantes en la
Gravera (Fig. 4).

Los resultados son especialmente llamativos en el caso
de P. perezi, cuya poblacion ha experimentado un marca-
do cuello de botella entre 2013 y 2018, tanto en la Gravera
como, especialmente, en la Laguna de Valdemanco. Las
consecuencias de este fuerte declive demografico han
guedado de manifiesto en la reduccién del nimero efec-
tivo de reproductores (Fig. 4) y de la riqueza alélica de la
poblaciéon de la Laguna de Valdemanco (Fig. 5), lo que
confirma el efecto genético del cuello de botella que se ha
registrado en tiempo real durante el periodo de estudio.
La recuperacion de la poblacion, que parece iniciarse a
partir de 2018, se fundamenta en la inmigraciéon gracias
a la gran capacidad de dispersion de la especie, segun
evidencian los registros de desplazamientos de individuos
marcados durante este estudio, que son también los pri-
meros documentados para la especie (Fig. 6e elaborada
a partir de Capella-Marzo et al., 2020). También resulta
esencial el papel de los nucleos de reproduccion cerca-
nos (<1 km de distancia) y con frecuencia no protegidos,
como la Gravera, para la recuperacion de poblaciones de
biotopos protegidos como la Laguna de Valdemanco (Ca-
pella-Marzo et al., 2020). Es necesario continuar el segui-
miento durante los proximos afos para certificar hasta qué
punto la poblacion llega a recuperarse totalmente de un
cuello de botella como el registrado para P. perezi, pero en
cualquier caso queda claro el papel clave que juegan los
puntos de reproduccion secundarios, muchos de ellos de
origen artificial (como piscinas abandonadas, abrevaderos
o la propia Gravera, originada por extraccion de aridos)
para la persistencia de poblaciones de esta especie.

Del resto de especies con estimaciones demograficas
en este proyecto de seguimiento, E. calamita es la mas
estudiada histéricamente a lo largo de su amplia érea de
distribucion, aunque los datos sobre tamarfios poblaciona-
les son igualmente escasos. En la peninsula ibérica es una
especie abundante, aunque existen poblaciones relictas
y aisladas en la franja norte (Garin-Barrio et al., 2007). La
poblacién de E. calamita de la Laguna de Valdemanco es
relativamente abundante, aunque las estimaciones mues-
tran cierta fluctuacion en el tiempo, y una razén de sexos
operativa (es decir, basada en datos de la temporada re-
productora) consistentemente sesgada hacia los machos
(Fig. 4). El numero total de adultos fluctia en torno a los
200 individuos, similar al nimero de individuos marcados
en estudios de poblaciones en Alemania (Sinsch, 1992;
Sinsch y Seidel, 1995) y a las estimaciones indirectas ob-
tenidas a partir de conteos de puestas de huevos en po-
blaciones britanicas, donde la especie ha sufrido fuertes
declives (Beebee, 2009). El numero efectivo de reproduc-
tores (N,) de la Laguna de Valdemanco, sin embargo, su-
pera ampliamente al de todas las poblaciones britanicas
estudiadas por Beebee (2009), y la diversidad genética
de la poblacién de Valdemanco es elevada, de acuerdo
con el papel de la peninsula ibérica como refugio de la
especie durante las glaciaciones del Pleistoceno (Beebee
y Rowe, 2000).

También P. waltl, P. cultripes 'y H. molleri cuentan con
poblaciones relativamente abundantes en la zona de estu-
dio (Fig. 4), aunque no existen estudios demogréficos simi-
lares en otras localidades con las que poder comparar las
estimaciones. El numero de machos y hembras de P. waltl
y P. cultripes parece mantenerse estable, pero es necesa-
rio continuar con el seguimiento para comprobar si se trata
de una estabilidad real, ya que los datos de longevidad
muestran que se trata de dos especies longevas, para las
que las fluctuaciones demogréficas pueden extenderse a
lo largo de varios afos. Ademas, ambas especies presen-
tan las estimaciones de riqueza alélica méas bajas de todas
las especies estudiadas (Fig. 5), por lo que es necesario
monitorizar el tamarfio efectivo de sus poblaciones para
detectar posibles cuellos de botella que puedan erosio-
nar de manera grave su diversidad genética. En el caso
de H. molleri, no se ha conseguido aun estimar el niumero
de hembras de la poblacién, ya que su comportamiento
(pasan pocas noches en los puntos de reproduccion) di-
ficulta obtener recapturas suficientes para realizar analisis
de captura-recaptura. Las estimaciones del numero de
machos son relativamente altas (Fig. 4); aungue no exis-
ten datos de abundancia en otras localidades con las que
poder comparar, las estimaciones obtenidas en la Laguna
de Valdemanco son superiores a los tamafos estimados
de poblaciones de la especie congenérica H. arborea en
Alemania y Suiza (Friedl y Klump, 1997; Pellet et al., 2007).

Finalmente, las estimaciones de conectividad disponi-
bles para P. waltly P. perezi confirman que la Laguna de
Valdemanco y la Gravera estan conectadas por flujo gené-
tico y que se mantienen tasas de migracion relativamente
elevadas entre ellas. Mientras en el caso de P. waltl el flujo
genético parece dirigirse principalmente desde la Laguna
de Valdemanco hacia la Gravera, lo que se ha interpretado
como una sefial de la reciente colonizacion de la Gravera a
partir de individuos procedentes de la Laguna (Fernandez
de Larrea et al., 2021), en P. perezies la Gravera la que ha
proporcionado individuos emigrantes que han permitido
iniciar de manera natural la recuperacion de la poblacion
de la Laguna después del cuello de botella demografico
(Capella-Marzo et al., 2020). Los registros de desplaza-
mientos de individuos marcados aportan una informacion
fundamental para confirmar estas interpretaciones, ya que
se han documentado desplazamientos de individuos entre
ambos nucleos de reproduccion, ademas de hacia otros
puntos acuéticos y terrestres del area de estudio. Pelo-
phylax perezi es la especie que presenta mayor movilidad,
pero casi todas las especies muestran una alta capacidad
de dispersion, lo que refuerza una vez mas la importancia
de mantener la conectividad entre nucleos reproductores
para favorecer la persistencia y viabilidad de comunidades
de anfibios.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio ponen de mani-
fiesto que las lagunas de conocimiento existentes acer-
ca de las dinamicas poblacionales de los anfibios (como
los tamafios de censo y efectivos de sus poblaciones, su
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diversidad genética, sus estructuras de edad y la conec-
tividad entre puntos de reproduccién) pueden abordar-
se mediante el marcaje y seguimiento de individuos a lo
largo del tiempo. Algunas caracteristicas bioldgicas que
son raramente atribuidas a los anfibios (como una elevada
longevidad o una gran capacidad de dispersion) pueden
tener una importancia mayor de la considerada hasta el
momento a la hora de caracterizar sus dinamicas demo-
graficas y disefiar medidas para favorecer la conectividad
y persistencia de sus poblaciones. A pesar de la calidad
de los datos que proporcionan los estudios basados en
el marcaje y seguimiento de individuos, este tipo de pro-
gramas son muy escasos y su continuidad representa, por
tanto, una herramienta fundamental para hacer frente al
declive global de los anfibios.
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ONDORIOAK

2020ko urriaren 16 eta 17an, Aranzadi Zientzia Elkarteak Donostian duen Zorroagako egoitzan Anfibioen kontser-
baziorako lll. jardunaldiak: populazio mehatxatuen jarraipena ospatu ziren. Bileran parte hartu zuten ikerketa zentro
desberdinetako eta elkarte zientifikoetako hainbat herpetologo, Espainiako estatuko hainbat erkidegoetatik etorritakoak
eta Aranzadiko zenbait kide. Programak 11 hitzaldi eta bi mahai inguruz osatuta egon zen, lehen egunean populazioen
jarraipena jorratu zelarik eta, aldiz, bigarrengoan anfibioak erasaten dituzten mehatxuen gaia landu zen. Orokorrean
jardunaldietan parte hartu zuten kide guztiek nabarmendu zuten anfibioen mehatxuak aztertu behar direla epe luzeko
populazioen jarraipen lanetan, haien kontserbazio-egoeraren azterketa balioztatzeko. Jarraian, Jardunaldietako ekarpe-
netatik bildutako ondorioak adierazten dira, euren difusioa ahalbidetzeko:

1.

Anfibioen jarraipenerako plan batean, gune desberdinak barneratu behar dira, populazioetan eragina duten
faktoreak aintzat hartuz. Adibidez, espezie batek hartzen dituen estai-klimatiko desberdinetatik bildutako datuak
barneratu behar dira, estai bakoitzean aldaketa klimatikoaren edo beste aldagai batzuen eragina desberdina
izan daiteke eta. Era berean, babes maila duten guneak barneratzeaz gain (KBEak, Natura 2000 sarea) babestu
gabeko zonaldeak ere. Izan ere, eremu horiek habitaten antropizazioan, kutsaduran edota plagiziden erabileran
desberditasunak azaldu ditzakete.

. Talde moduan anfibioek mundu mailan bizi duten mehatxu egoera aintzat hartuz, komenigarria litzake erkidego,

estatu edota Europa mailako espezie mehatxatuez gain, jarraipen lanetan espezie arruntak barneratzea. Espezie
bakan edo arraroak, berez, banako kopuru baxua izaten dute eta bere jarraipena gertakari estokastikoei lotuta
egon daiteke, datu oso zatikatuak emanez. Espezie arruntek, ordea, epe ertainean populazio urrietan hauteman
ezin diren murrizketak adierazi ditzakete.

Espezie bakoitzaren populazio joeraren informazioa biltzeko, erabiliko diren datuak desberdinak izan daitezke,
espeziearen egoeraren (mehatxatua/arraro edo arrunta) arabera. Lehen kasuan, ugaritasun erlatiboko datuekin
lan egingo da, populazioaren bilakaera ondorioztatuz, urtez urteko serie tenporalak konparatuz. Banaketa area
zabala duten espezie arrunten kasuan, aurrez adierazitako prozedura posible izango ez balitz, populazioen
egoeraren inguruko ondorioak atera daitezke, aurreko urteetan eta gaur egun hartutako lauki-sare kopuruen
konparaziotik abiatuta, betiere aurreko datuak eskura izango balira. Halaber, ingurumen DNA teknika baliatuz,
aurkitzeko errazak ez diren espezieen egungo banaketa sortu daiteke. Nolanahi ere, ahal den kasuetan, aukera
nagusia ugaritasun erlatiboa neurtzeko jarraipena izango da.

Ugaritasun erlatiboko datuen bilketa urtero gauzatu beharko litzateke, anfibioen dinamika demografikoen be-
rezko denbora-gorabeherak behar bezala adierazten dituzten denbora-serieak eta populazio-joerak ezarri ahal
izateko. Zenbat eta urte gehiago izan, orduan eta fidagarriagoak izango dira ateratzen diren ondorioak, hamar
urteko aldia optimoa izanik, eta bost urtekoa minimoa, ondorio adierazgarriak lortzeko bidean.

Datuak biltzeko aukeratutako eremua, urtean zehar bi edo hiru aldiz lagintzea gomendatzen da, eta espezie
bakoitzaren aktibitate maximoaren garaian (espezieen artean aldakorra izan daiteke eta), laginketa aldien artean
gutxienez astebete pasa beharko litzake.

Metodologia eta laginketa esfortzua estandarizatzearen garrantzia azpimarratzen da, bildutako datuak alderaga-
rriak izan daitezen, bai laginketa puntuen artean edo zonaldeen artean, bai denboran zehar.

Datu-bilketa diseinatzean, laginketa puntu bakoitzeko ahaleginaren eta laginketa puntuen kopuruaren arteko
arrazoiari dagokionez, lehena lehenestea gomendatzen da. Hala ere, ahal den neurrian, gertuko laginketa-puntu
desberdinak barne hartu beharko litzake, anfibio askok duten funtzionamendu metapoblazionala dela eta. Es-
pezie bakoitzeko laginketa-puntu independenteen kopurua 10 eta 15 artekoa izan beharko litzateke gutxienez.
Nolanahi ere, estrategia bikoitza gomendatzen da: espezie mehatxatuen edo lokalizatuen kasuan, datuen kalita-
tea lehenestea eta laginketa-puntuen hautaketa egokia egitea; eta espezie arruntenen kasuan, laginketa-puntu
gehiago dituzten lurralde-azalera handiagoa hartzea.

Aurreko puntuan azaldutakoaren arabera (datuen fidagarritasuna, datuen lurralde- eta espazio-alderaketa,
etab.), boluntariotzatik edo herritarren zientziatik datozen datuak sartzea gomendagarria da espezie arrunten
kasuan.

Ugaritasun erlatiboaren datuak biltzerakoan, helduen laginketak egitea gomendatzen da, larbenak baino. Hain
zuzen ere, helduek populazioaren egoera hobeto adierazten baitute: larbek ez diete modu homogeneoan
erantzuten beren garapena okertu dezaketen ingurumen-baldintzei. Nolanahi ere, erruteen zenbaketek, popula-
zioaren indibiduo ugaltzaileen ugaritasuna estimatu dezakete.
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Gaueko laginketak, orokorrean, anfibio helduak hautemateko metodologia eraginkorrena da, horrez gain, egu-
nez hezeguneetan salabardo bidez gauzatutako laginketak, urodelo heldu eta anfibio espezie guztien larbak
zenbatzeko balio dezakete. Laginketak udaberrian zehar gauzatu beharko lirateke, espezie bakoitzaren feno-
logia aintzat hartuz, betiere populazioaren zonaldea ere kontutan hartuz, ahal dela. Nahiz eta espezie batzuk
bigarren aktibitate piko bat izan arren, udazkenera laginketak atzeratzea saihestu beharko litzateke, izan ere
bertako zenbaketak eskasagoak izango dira.

Populazioek pairatzen duten estresaren parametro adierazgarriak, ugaritasun erlatiboko informazioarekin
osatzea komeni da. Alde horretatik, datu bilketan populazioaren erantzun immunearen bilketa gomendatzen
da. Izan ere, populazio baten egoera inmulogikoak afekzio kriptiko batez ohartarazi gaitzake, populazio horrek
gainbehera esanguratsu bat jasan baino lehen. Informazio hau batez ere garrantzitsua da, espezie mehatxatu
edo urrien kasuan.

Era berean, aldizkakotasun batekin, gaixotasun emergenteen errudun diren patogenoen presentzia neurtu be-
harko litzateke. Gainera, ingurune urtarretan plagizida zein elementu kutsakorren neurketa, prozedura estandari-
zatu baten bidez laginen bilketa eta bidalketa antolatuz. Azkenik, datu horiek laborategi espezializatuetara bidali
beharko lirateke.

Espezie desberdinen biologia eta demografiaren inguruko oinarrizko alderdien inguruko informazio gehiago
lortzeko beharra azpimarratzen da, hala nola ekologia espaziala, habitaten arteko konektagarritasuna, desplaza-
mendu gaitasuna, populazioen tamaina minimo efektiboa, etab. Horretarako harrapaketa eta markaketa ikerketa
batean barneratua egon beharko litzateke, edo diseinu esperimentalen bitartez dinamika demografiko lokalen
edota portaera mailakoak ikertu.

Mehatxu nabarmenen artean, gero eta ohikoagoak diren gaixotasunen garrantzia nabarmendu da. Gaixotasun
horiek berriak ez diren arren, azken hamarkadan anfibioen bigarren mehatxurik handiena bilakatu dira, habitat
galeraren ondoren.

Euskal Autonomia Erkidegoan gaixotasun emergenteak eragiten dituzten patogenoen presentziari buruz egin-
dako azterlan bakarrak egiaztatu zuen zenbait naturgunetan bazirela, baina orain arte ez da hauteman haiei
egoitz dakizkiekeen anfibioen hilkortasun masiborik. Interesgarria litzateke horien hedadura eta anfibioen po-
pulazioetan izan dezaketen eragina aztertzea, eta azterketa gehien kaltetutako hiru espezieetan zentratzea:
salamandra arrunta (Salamandra salamandra), txantxikua (Alytes obstetricans) eta apo arrunta (Bufo spinosus).

Katalunian Batrachochyiridium salamandrivorans-en lehen kasua hauteman da. Iberiar Penintsulako sarrera
bide nagusiak Europatik Pirineotako bi ertzetan kokatzen direnez, Euskadin prebentzio neurriak bultzatu beharko
lirateke sarrera oztopatzeko. Bi alderdietan bereziki arreta jarriz: anfibio exotikoen salmenten kontrola eta inguru-
nean onddo patogenoaren propagazioa eragozteko desinfekzio protokoloa. Desinfekzio protokolo horren ba-
rruan, gaixotasun emergenteen problematika adierazten duen dibulgazio kanpaina martxan jarri nahi da. Kasu
guztietan, anfibio exotikoen komertzializazio bideen kontrol zehatza gauzatu beharko litzateke, bai salmenta
zuzeneko dendetan, bai internet bidez gauzatutakoan.

Kontserbazioaren zentzutik, gizartea bi alorretan hezitzen saiatu beharko ginateke. Alde batetik, anfibioen ma-
nipulazioa ekidin beharko litzateke eta, bestetik, translokazioak eragotzi errute, zapaburu, gazte zein helduen
kasuan.

Anfibioak ornodun talderik mehatxatuena izateaz gain, hagitz ezezagunak dira. Hortakotz, anfibioen eta euren
gainbeheraren inguruko dibulgazio kanpainak bultzatu beharko lirateke, egun gizarte mailan inpaktu handiko bi
gairekin lotuz: bioaniztasunaren galera eta klima aldaketa.

Hezkuntza zentroek eta komunikabideek anfibioen gainbeheraren transmisioan berebiziko garrantzia izan de-
zakete, eta momentua zinez interesgarria suerta liteke, izan ere gizarteak ingurumen krisi eta aldaketa globalaren
inguruko sentsibilizazioa jasotzen ari baita.

Hedapen zabaleko zuhaitz-landaketa monoespezifikoak, bereziki eukalipto landaketak, inguruko bioanizta-
sunaren galeran frogatutako eragina du, bai eta inguruko habitatetan ere. Ingurune naturalaren kudeatzaile eta
erakunde publikoei eskatzen diegu zuhaitz landaketa monoespezifikoek estalitako azaleraren murrizketa. Euro-
pako Agenda 2030 (Garapen Jasangarrietako 15. Helburua: bizitza ekosistema lurtarrean) lerroekin bateragarria
den legedia aplikatu beharko litzake, landaketa monoespezifiko exotikoei mozketa-tasa batzuk inposatuz eta
bertako basoen errekuperazioa sustatuz, edo gutxienez, bertako espezieen landaketa.
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El 16 y 17 de octubre de 2020 se celebrdé en la sede de Zorroaga de Donostia-San Sebastian de la Sociedad de Cien-
cias Aranzadi la Il ediciéon de las Jornadas de conservacion de anfibios: seguimiento de poblaciones amenaza-
das. En ellas participaron herpetélogos de distintos centros de investigacion y sociedades provenientes de diferentes
comunidades del estado, asi como miembros de Aranzadi. El programa inclufa 11 conferencias y dos mesas redondas,
habiéndose tratado el seguimiento de poblaciones durante el primer dia, y las amenazas sobre los anfibios durante el
segundo. En general, todos los participantes pusieron en evidencia la necesidad de integrar estudios de seguimiento
de las poblaciones de anfibios a largo plazo, que consideren los principales factores de amenaza de cara a poder
evaluar el estado de conservacion de una especie o de sus poblaciones. A continuacion, se detallan las conclusiones
principales desprendidas de las Jornadas, para su difusion:

1.

En un plan de seguimiento de anfibios se deben incluir distintas zonas atendiendo a factores que pueden afec-
tar a la evolucion de las poblaciones. Por ejemplo, se deben incluir datos procedentes de los distintos pisos
climéaticos que ocupa cada especie, ya que, segun éstos, el efecto del cambio climéatico o de otros factores
podria variar. Del mismo modo, se deben incluir zonas con un grado de proteccién (ZECs, Red Natura) y zonas
no protegidas, que diferiran, por ejemplo, en la incidencia de la antropizacion del habitat, contaminacion o uso
de plaguicidas.

Dada la situacion de amenaza a nivel mundial en la que se encuentran los anfibios como grupo, seria convenien-
te realizar no sélo seguimientos de las especies incluidas en catalogos autonémicos, estatales o comunitarios,
sino también de las especies comunes. Las especies escasas o raras, por definicion, presentan nimeros muy
bajos y su seguimiento estd mucho mas sujeto a fendmenos estocasticos, aportando datos muy fragmentarios,
mientras que las especies comunes pueden evidenciar procesos de disminucion de poblacién no apreciables
a medio plazo en poblaciones escasas.

Para obtener informacion de la tendencia poblacional de cada especie, los datos usados pueden variar depen-
diendo de si se trata de especies amenazadas/escasas o comunes. En el caso de las primeras, se trabajara
con datos de abundancia relativa, extrayendo la tendencia de la poblacion de la comparacion anual de series
temporales. En el caso de las especies comunes 0 mas extendidas territorialmente, de no ser posible lo anterior,
también pueden extraerse conclusiones sobre la situacion de sus poblaciones a partir de la comparacion del
numero de cuadriculas ocupadas en afios anteriores y en la actualidad, cuando existieran datos pretéritos que
lo permitan. Asimismo, el uso de ADN ambiental puede ser Util para establecer la distribucion actual en el caso
de especies dificiles de localizar. En todo caso, los seguimientos con abundancias relativas seran la opcion
principal cuando sea posible.

La toma de datos de abundancia relativa debe realizarse anualmente, para poder establecer series temporales
y tendencias poblacionales que representen adecuadamente las fluctuaciones temporales propias de las dina-
micas demogréficas de los anfibios. A mayor nimero de afios, mas fiables seran las conclusiones que se extrai-
gan, siendo 6ptimo un periodo de diez afios, y minimo minimo de cinco afios para poder extraer conclusiones.

Es recomendable realizar, al menos, dos o tres muestreos anuales en cada punto de toma de datos, separados
entre s por un plazo de al menos una semana, durante los periodos de méaxima actividad de cada especie (que
pueden variar entre especies).

Se recalca la importancia de estandarizar la metodologia y el esfuerzo de muestreo para que los datos recogi-
dos sean comparables, tanto entre puntos de muestreo o zonas como a lo largo del tiempo.

Al disefiar la recogida de datos, en cuanto a la razén entre esfuerzo en cada punto de muestro y nimero de pun-
tos de muestreo, se recomienda priorizar lo primero, pero incluyendo, cuando sea posible, diferentes puntos de
muestreo cercanos, debido al funcionamiento metapoblacional que presentan numerosos anfibios. EI nimero
de puntos de muestro independientes por especie deberia ser de, al menos, entre 10y 15. En todo caso, se re-
comienda una doble estrategia: para especies amenazadas 0 mas localizadas, priorizar la calidad de los datos
y una buena seleccién de los puntos de muestreo, frente a su nimero; para especies mas comunes o ubicuas,
priorizar el abarcar mayor superficie de territorio, con un nimero mayor de puntos de muestreo.

La incorporacion de datos procedentes de voluntariado o ciencia ciudadana, atendiendo a lo expuesto en el
anterior punto (fiabilidad de los datos, comparacion territorial y espacial de éstos, etc.), es recomendable para
el caso de especies comunes para las que, por su ubicuidad, merece la pena abarcar mayor superficie territorial
con un mayor numero de puntos de muestreo.

Se recomienda, cuando sea posible, recoger datos de abundancia relativa de adultos, mejor que de larvas. En
los anfibios, la fraccion de adultos de la poblacion representa mejor el estado de ésta que la fase larvaria, ya
que las larvas responden de manera menos homogénea a circunstancias ambientales que pueden malograr
su desarrollo e incorporacion a la poblacién efectiva. En todo caso, los conteos de puestas, cuando es posible
realizarlos, también aportan una estimacion de la abundancia de individuos reproductores en la poblacion.
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Los muestreos nocturnos son, en general, mas efectivos para la deteccion de adultos de anfibios, y los man-
gueos exhaustivos diurnos en puntos de agua son aptos para el recuento de larvas o urodelos adultos en fase
acuatica. Los muestreos deben realizarse a lo largo de la primavera, atendiendo a la fenologia de cada especie
y poblacién en cada zona concreta, evitando posponerlos al otofio incluso en aquellas especies que pueden
presentar un segundo pico de actividad en esta estacion, ya que 1os recuentos siempre seran menores.

Es recomendable completar la informacion sobre la abundancia relativa con parametros indicativos del estrés al
que esté sometida la poblacion. En este sentido, se recomienda considerar la toma de datos sobre la respuesta
inmune poblacional. Variaciones relativas en cuanto al estado inmunoldégico de una muestra de la poblacion
pueden alertar de una afectacion criptica antes de que ésta se traduzca en una menor abundancia constatable.
Esta informacién es especialmente importante en el caso de especies amenazadas o poco abundantes.

Del mismo modo conviene examinar, con cierta periodicidad, la presencia de patdégenos responsables de en-
fermedades emergentes o la presencia de plaguicidas y contaminantes en los medios acuaticos, para lo cual
pueden disefarse procedimientos estandarizados de toma de muestras y envio a los laboratorios especializa-
dos en su analisis.

Se sefiala la necesidad de obtener mas informacién sobre aspectos basicos de la biologia y demografia de
las distintas especies, como su ecologia espacial, conectividad entre habitats, capacidad de desplazamiento,
tamafos poblacionales minimos efectivos, etc., para lo cual son necesarios estudios integrados basados en
captura-marcaje y recaptura, o disefios experimentales que aporten informacién acerca de las dinamicas de-
mograficas locales y el comportamiento.

Entre las amenazas mas destacadas se ha resaltado la importancia creciente de las enfermedades emergentes
que, si bien no son nuevas, en la Ultima década se han situado como la segunda mayor amenaza para los anfi-
bios, tras la pérdida de habitat.

El Unico estudio realizado en el Pais Vasco sobre la presencia en el medio de patdégenos causantes de enfer-
medades emergentes comprobd su presencia en algunos espacios naturales, sin que hasta la fecha se hayan
detectado mortalidades masivas de anfibios atribuibles a los mismos. Seria interesante evaluar su extension y
posible incidencia sobre las poblaciones de anfibios, centrando el estudio en las tres especies cominmente
mas afectadas: salamandra comun (Salamandra salamandra), sapo partero comun (Alytes obstetricans) y sapo
comun ibérico (Bufo spinosus).

Recientemente se ha detectado el primer caso de Batrachochytrium salamandrivorans en Catalufia. Dado que
las principales vias de entrada a la Peninsula Ibérica desde Europa se sitian en ambos extremos de los Pirineos,
en Euskadi se deberian impulsar medidas de prevencion para impedir en lo posible su entrada, incidiendo en
dos aspectos: el control en la venta de especies exdéticas de anfibios y la puesta en marcha de un protocolo
de desinfeccion efectivo para evitar la propagacion del hongo en el medio, que deberia acompafarse con una
campafia de divulgacion sobre la problematica de las enfermedades emergentes. En cualquier caso, se deberia
realizar un control mucho mas exhaustivo de las vias de comercializacion de los anfibios exéticos, tanto de venta
directa en tienda como de la realizada via internet.

Hay que intentar educar a la ciudadania en dos aspectos conductuales: evitar en la medida de lo posible la ma-
nipulacion de los anfibios, e impedir su captura y traslocacion en cualquiera de sus formas; es decir, de puestas,
renacuajos, juveniles o adultos.

Los anfibios son el grupo vertebrado mas amenazado del planeta, pero también el menos conocido. Por tanto,
es necesario impulsar campafas de divulgacion sobre los anfibios y su declive, ligandolas con dos de los temas
de mas impacto social en la actualidad: la pérdida de biodiversidad y el cambio climatico.

Las escuelas y los medios de comunicacion tienen un papel clave en la transmision de la problematica de los
anfibios, y el momento puede resultar muy oportuno por la sensibilidad que esta adquiriendo la sociedad ante
la crisis medioambiental y el cambio global.

Las plantaciones forestales de monocultivo en grandes extensiones, en especial las de eucalipto, suponen un
enorme impacto probado en la biodiversidad y en los hébitats circundantes. Proponemos a los gestores del
medio natural y administraciones publicas la reduccién de la superficie ocupada por este tipo de plantaciones
forestales. Se deberia aplicar una legislacion mas acorde a las lineas europeas de la Agenda 2030 (Objetivo
de Desarrollo Sostenible numero 15: vida de ecosistemas terrestres), imponiendo tasas a las plantaciones de
monocultivo aléctonas e incentivando la recuperacion de bosques autéctonos o, al menos, la plantacion de
especies nativas.









Liburu honetan, Aranzadi Zientzia
Elkarteko egoitza nagusian (Donostian)
gauzatu zen Anfibioen Kontserbaziorako
Ill. Jardunaldiak: populazio mehatxatuen
jarraipena bilgunean aurkeztutako lanak
biltzen dira. Lan guztiek azken urte,
edota hamarkadetan, anfibio espezie
zein populazioen ikerketa eta
kontserbazioan gauzatutako

emaitzak agerian uzten dituzte.
Biltzarrak, gainera, testuinguru egoki
bat eskaini zuen klima aldaketaren
aurrean anfibio zein euren habitaten
kontserbazioaren erronkari aurre egin
nahian, egitasmo berriak eta
elkarlanerako zubiak sortzeko.

Este libro recoge los trabajos
presentados en la /Il edicion de las
Jornadas para la conservacion de
anfibios: seguimiento de poblaciones
amenazadas, celebrada en la Sede
de la Sociedad de Ciencias Aranzadi
(San Sebastian). Todos estos trabajos
reflejan los resultados obtenidos por
investigadores a lo largo de los Ultimos
anos, Ultima década, sobre el estudio
de especies y poblaciones de
anfibios. Ademas, este coloquio
ofrecié un contexto adecuado para la
creacion de nuevos proyectos y
puentes de colaboracion de cara a
afrontar el reto de la conservacion de
anfibios y sus habitats preferentes,

en la lucha ante el cambio climatico.

This book comprises research studies
presented at the 3rd Symposium on the
Conservation of Amphibians: monitoring
threatened populations, that took place
at Aranzadi Society of Science (Donostia-
San Sebastian). These works showcase
the results obtained by numerous
researchers over recent years and past
decades in the study of amphibian
species and populations. Within this
context, this Symposium offers a
suitable forum for creating new projects
and fostering collaborative efforts to
address the challenges confronting
amphibians and the conservation

of their preferred habitats in the ongoing
fight against climate change.
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