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Biologia y datos de campo

TAXONOMIA

Orden Anura

Familia Leptodactylidae

Subfamilia Leiuperinae

Género Pleurodema

Especie Pleurodema somuncurense (Cei, 1969)

Nombre comun | Ranita de Valcheta; El Rincon Stream Frog; Valcheta Frog

DESCRIPCION

Caracteres Morfologicos': Cabeza mas larga que ancha. Hocico redondeado con nariz
no protruida. Ojos prominentes localizados dorsalmente con diametro mayor a la
distancia interocular. Presentan pupila horizontal, con estructura globosa simétrica y
fuertemente pigmentada en el borde central del iris. Presenta timpano pequefio y
distintivo (diametro de 1/2 del diametro del 0jo), parcialmente cubierto por un pliegue
supratimpanico. Antebrazo delgado (mas robusto en machos) que contiene algunos
tubérculos de pequero tamafio. Dedos de las manos libres, a diferencia de los pies,
donde presentan una membrana interdigital bien desarrollada. Los machos presentan
una prolongacion cloacal evertida. Piel lisa tanto ventralmente como dorsalmente.
Glandulas lumbares presentes, aunque poco evidentes. Larvas de tamafo mediano, y de
color amarronado. Los ojos son dorsales y largos. La cola es transparente y presenta
manchas marrones, con gran musculatura. La cola supera en longitud al cuerpo y la
cabeza. Cuerpo mas delgado que la cabeza con hocico que sobresale levemente.
Pueden observarse orificios nasales pigmentados, dispuestos dorsalmente.

Coloracion: Su coloracion es pardo-amarillenta en el
dorso, con manchas irregulares castafio oscuro
distribuidas en todo el cuerpo (Chebez & Diminich, 2008).
Suelen presentar una linea dorsal blanca-amarillenta, que
no esta presente en todos los individuos. A diferencia de
su especie hermana (Pleurodema bufoninum), la Ranita
del Valcheta, presenta un vientre claro cubierto de e 2 P
manchas irregU|areS castafo oscuras. Coloracién caracteristica de un adulto

! Caracterizacion general basada en Cei, 1980 y en Chebez y Diminich, 2008.



Sexo: Presenta dimorfismo sexual, siendo en promedio las
hembras de mayor tamafio que los machos (Cei, 1969). La
longitud hocico cloaca es en promedio de 28-35 mm para
machos y de 30-44 mm para hembras (Cei, 1980). Datos
tomados a campo (Velasco, 2019): machos (LHC = 34,6 + 4,2
mm) y hembras (LHC = 41,2 £ 4,9 mm). Las hembras mas
grandes halladas alcanzaron medidas de hasta 50 mm de
largo (Velasco obs. pers.). En los machos se puede observar
un parche o “pad” nupcial gris palido en los miembros
anteriores (Cei, 1980). Smm

Imagen tomada de Cei (1980)

LONGEVIDAD

La longevidad es desconocida en animales silvestres. Para la especie mas cercana con
informacion publicada, Pleurodema thaul, se estimé una longevidad en estado silvestre
de 5 anos (lturra-Cid et al., 2010).

Para P. somuncurense en cautiverio, se han identificado individuos de al menos 7 afos
(n =13 individuos), considerando que los mismos llegaron a las instalaciones de la
colonia ex situ en el afo 2015 con al menos 1 afo de vida (en relacion a su tamano), por
lo cual podemos inferir una longevidad mayor a los 8 afios en cautiverio para esta
especie.

ZOOGEOGRAFIA/ECOLOGIA

Distribucion: Paraje Chipauquil, Departamento de Valcheta, Rio Negro. Argentina. El
rango conocido de la especie se restringe a las vertientes termales (primeros 10 km
aproximadamente) de las cabeceras del Arroyo Valcheta (ver mapa).
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Mapa. Distribucion de las poblaciones locales conocidas de la especie (Tomado de Velasco et al., 2019)

Poblacién: Hasta el afio 2017 se tenian registros de siete poblaciones locales existentes
y 2 poblaciones localmente extintas, poblaciones 1y 5 (El Destacamento y El Ariete
respectivamente, ver mapa). La poblacion 1 se extinguid localmente y durante los afos
2017 y 2018, tras restaurar el habitat, se realizaron en ese sitio traslocaciones desde el
centro de cria ex situ, logrando el restablecimiento de esta poblacion local en el afio
2018. (Martinez Aguirre et al., 2018).

La supervivencia anual estimada para la especie es: 15% en larvas; 22% en juveniles y
72% en adultos (Velasco et al., 2019b; Velasco et al., in prep.). Se estima que la
poblacidn total de la especie rondaria por los 7000 individuos. (Velasco et al., 2019b).

Habitat?:

Los ambientes donde se registrd la mayor abundancia de individuos, se caracterizaron
por tener un alto porcentaje de cobertura vegetal costera, dominado principalmente por
pastos del género Stipa y Festuca, ademas de Junco fino (Cyperus esculentus),
Cortadera (Cortadera spp.) y Siete venas (Plantago lanceolada). Dentro del cauce del
arroyo la especie dominante en la mayoria de los sitios fue Cardamine cordata, conocida
localmente como Berro y el Paraguita de agua, Hydrocotyle ranunculoides. En menor
porcentaje se registré Ruppia maritima, conocido como pastito de agua, Oreja de ratén
(Dichondra repens), Baba de sapo (Spirogyra spp.), Menta (Mentha aquatica) y Helechito

2 Informacion tomada de Velasco (2018)




de agua (Azolla filiculoides). Por lo general se encontro a las ranitas asociadas tanto a
las rocas de la costa como a las rocas que se encuentran dentro del agua.

En las distintas ramas los ambientes presentan algunas diferencias: en la Rama Fria los
individuos se restringen mas que nada a las surgentes termales, y no se hemos
registrado individuos mas alla de 1 km con respecto a estas. Sin embargo, en la Rama
Caliente, se pudo observar individuos hasta al menos 5 km con respecto a una surgente.
Los habitats utilizados en la Rama Caliente poseen en promedio, un mayor ancho, una
mayor profundidad del cauce y una mayor velocidad del agua. Sin embargo, los
microhabitats no se diferencian en términos cuantitativos (Velasco 2018).

ESTADO DE CONSERVACION

Lista Roja Internacional (2016): Criticamente Amenazada. Criterios B1ab(iii,iv).
Disponible en: https://www.iucnredlist.org/species/20372/85948443

Lista Roja Nacional (Vaira et al., 2012): En Peligro. Valor indice SUMIN = 22 (Basso et
al., 2012).

EDGE of Existence: EDGE Score 5.9. Disponible en:
http://www.edgeofexistence.org/species/el-rincon-stream-frog/

Conservation Needs Assessment (2021): Rescue (n=3, 66.67%), In Situ Conservation
(n=3, 100%), In Situ Research (n=3, 66.67%), Conservation Education (n=3, 100%),
Biobanking (n=3, 66.67%). Disponible en:
https://www.conservationneeds.org/Assessment/AssessmentConsolidated?speciesld=40
95&countryld=99

Dieta

Es una especie generalista que presenta un amplio nicho tréfico (Velasco et al., 2019a).
En estado silvestre se alimenta principalmente de artrépodos y crustaceos. El indice de
Importancia Relativa (IRI) indica una dieta con alto contenido de Dipteros (en su mayoria
de la Familia Tipulidae), Lepidopteros (Familia Tineidae), Amphipodos (Familia
Hyalellidae), Araneaes e Isopodos (Familia Armadillidiidae). Los analisis de uso y
disponibilidad demostraron que presenta preferencia por los isépodos particularmente del
geénero Armadillidio, mientras que rechaza varios items presa, particularmente las
hormigas.

Con respecto al comportamiento de alimentacion, exhiben mayormente un
comportamiento de tipo sentarse y esperar no restringido, aunque en algunos casos se
pueden dar comportamientos de tipo busqueda activa, sobre todo para el caso de presas
acuaticas y gregarias como el caso de los Anfipodos. Las busquedas activas de alimento
fueron corroboradas con observaciones realizadas sobre individuos de la colonia de
supervivencia ex situ. Ademas, se pudo registrar en cautiverio individuos alimentandose
totalmente sumergidos en el agua, utilizando las patas delanteras para ayudarse en la
alimentacion.

Tabla de dieta en estado silvestre, extraida de Velasco et al. (2019a)




Presas consumidas N% F0% V% IRI IRI%

ITEMS TERRESTRES

Insecta

Coleoptera 3,351955 4,395604 0,401273 31,94237 0,666297
Colembolla 1,117318 2,197802 0,001253 4,759876 0,099288
Diptera 27,93296 24,17582 13,43441 1936,345 40,39089
Hemiptera 1,117318 2,197802 2,072981 13,57574 0,283181
Hymenoptera (Formicidae) 3,351955 6,593407 0,91989 54,53419 1,137547
Lepidoptera 7,821229 10,98901 49,34509 1216,305 25,37132
Odonata 0,558659 1,098901 0,011821 1,213787 0,025319
Tricoptera 1,675978 1,098901 2,388378 8,647565 0,180383
Chelicerata

Acari 1,117318 2,197802 0,00047 4,756545 0,099218
Araneae 10,05587 13,18681 4,493689 371,478 7,748787
Crustacea

Isopoda 9,497207 7,692308 13,1335 337,053 7,030704
Mollusca

Pulmonata 1,117318 2,197802 1,376507 10,61202 0,22136
ITEMS ACUATICOS

Insecta

Coleoptera 0,558659 1,098901 0,018396 1,227778 0,025611
Larvas 8,938548 6,593407 0,441588 119,7464 2,497831
Hemiptera 1,117318 2,197802 4,524767 24,00887 0,500809
Crustacea

Amphipoda 20,67039 12,08791 7,435989 657,8089 13,72146

100 100 100 100

Reproduccion

Maduracion sexual/Edad de la primera postura: Parcialmente desconocido en la
naturaleza. Individuos de un afio de edad, reintroducidos en el afio 2017, se reprodujeron
exitosamente en el afo 2018, lo cual indicaria una madurez sexual promedio (ex situ —
silvestre) de al menos 2 afios. Datos recientes en cautiverio (afio 2021) registraron
reproduccion y oviposturas viables en individuos del primer afio de vida (informacion
proveniente de una misma camada). Debido a la baja cantidad de casos, no podemos
afirmar aun si se trata de una excepcion.

Por otro lado, informacién publicada sobre una especie cercana (Pleurodema tahul)
reporté que la madurez sexual en estado silvestre ocurre a los 2 afios de vida para
machos y hasta 3 afios para hembras (lturra- Cid et al., 2019).

Estacionalidad: Las puestas de huevos fueron observadas desde la primavera hasta el
verano (septiembre-febrero), por lo que se puede inferir que la actividad reproductiva




dura al menos seis meses. No se encontro relacion entre la actividad reproductiva y las
lluvias.

Los larvas y metamorfos se observaron desde fines de septiembre hasta fines de marzo
(Velasco et al., 2017). Esto aplica tanto a las poblaciones silvestres como a los individuos
en cautiverio.

Huevos/Ovoposicion/Huevos por postura /Incubacion: ponen huevos muy
pigmentados en cordones gelatinosos enroscados por uno de sus extremos en la
vegetacion acuatica. El numero de huevos por puesta que se registré en estado silvestre
fue de 78 £ 14 (n = 16; 56-113) (Velasco et al., 2017). En cautiverio las puestas suelen
ser mas numerosas llegando a alcanzar los 800 huevos por puesta (Velasco, obs. pers).
La eclosion es muy rapida tanto en la naturaleza como en cautiverio (aprox. 72hs)
(Velasco et al., 2017).

El amplexo es de tipo inguinal. El momento de la puesta de huevos solo se
observo en cautiverio. Una descripcion del mismo puede observarse en la figura tomada
de Velasco et al., 2017): una vez que las aberturas cloacales estaban proximas, el
macho comenzo a realizar contracciones ritmicas de los musculos del cuerpo,
estimulando a la hembra, que comenzé a poner los huevos en un cordon gelatinoso,
mientras se desplazaba enroscando el cordén en la vegetacion acuatica.

Figura 2. A: Macho (gris) abrazando a la hembra (blanco) de P. somuncurense, B: El macho traba sus miembros posteriores a los miembros
posteriores de la hembra, C: macho y hembra arquean su dorso en direcciones opuestas, para que las aberturas cloacales estén mas préximas

entre si.
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Actividades y Comportamiento

Es una especie de habitos nocturnos, casi exclusivamente acuatica. Se encuentra activa
durante todo el afio (Cei, 1980; Velasco, obs. pers). En cautiverio, los individuos
presentan una actividad continua, tanto diurna como nocturna, y se alimentan durante el
dia. Este cambio comportamental no es permanente. Los individuos de cautiverio
traslocados a su habitat silvestre, retoman el comportamiento nocturno y permanecen
ocultos durante el dia.

Presentan vibraciones de liberacion (release call) y advertencia (warning vibration)
presentes en ambos sexos (Velasco obs. pers). El canto nupcial (mating call) fue
registrado por primera vez en la colonia de supervivencia, pero aun no se ha realizado la
descripcion formal del mismo (Velasco et al., 2017).

MentonimiontoonCautveno |

Alojamiento

Animal adulto:

Disefo de acuarios: acuarios clasicos, con agua y placas de alimentacion seca donde
se les suministra alimento vivo. Los acuarios cuentan con plantas artificiales y piedras
formando refugios subacuaticos. El sustrato consiste en piedras del tipo grava colocadas
sobre placas de fondo. Las peceras cuentan con tapas que presentan iluminacién,
extraccion de aire y calentadores de peceras. La iluminacion consiste en tubos led de luz
blanca y tubos fluorescentes UV, ambos asociados a activadores automaticos (timers)
para regular el fotoperiodo y la cantidad de luz UV.

Tapas herméticas 1 Luz led | Circulacién
IV A o
Nivel de agua
Plantas artificiales
WU [_—Piacas de alimentacis ] 2 Wl
acas de alimentacion R
' “zs . st
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s N N » &
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Placas de filtrado de fondo

Esquema de diseflo de acuario promedio para ranas




Filtrado del agua: se utiliza agua corriente para el suministro de agua a los acuarios. El
agua sufre un pre-tratamiento antes de ser colocada en los acuarios (filtrado fisico y
quimico — carbon activado-; decantacion y aireacion durante al menos 24 hs).

El agua de los acuarios es filtrada por un sistema de filtros externos/internos de acuerdo
al volumen de agua de los mismos. A partir de los 100 litros de agua, se utilizan filtros
externos que constan de tres pasos; cada paso se desarrolla dentro de un sistema
independiente. Primer paso: un pre-filtro mecanico. Segundo paso: un filtro fisico y
quimico (carbon activado). Tercer paso: un filtro desinfectante (UV).

AGUA CORRIENTE
<>

Filtrado fisico Decantacion
quimico Oxigenacion

- e (24 hs)

Filtro fisico
quimico

Pre filtro
mecanico

Esquema de filtrado de agua por pasos: pre-acuario: decantacion/oxigenacion; acuario: prefiltrado, filtrado y filtro UV

El agua dentro de los acuarios mantiene caracteristicas similares a lo observado en
estado silvestre. En resumen esto implica, pH entre 7,5 y 8,5; alta dureza general y bajos
niveles de nitritos y nitratos.

Dimensiones del terrario: poseen capacidades de entre 200-300 Its de agua (tamafo
grande) y otros de 40 lts (tamafio pequefio) que se utilizan altertnativamente en caso de
necesidad de aislamiento de algun/os individuo/s.

Rango de temperatura:
La temperatura del agua se mantiene relativamente constante entre 18-26°C.




Dentro del acuario se establece un gradiente de temperatura mediante el uso de un
calentador de pecera con termostato configurado a 26°C en uno de los extremos del
acuario.

Humedad relativa:

El exceso de humedad de las peceras se regula mediante la extraccién de aire mediante
un extractor colocado en la tapa.

Fotoperiodo:

El fotoperiodo se ajusta al fotoperiodo a campo de Valcheta, Rio Negro, Argentina
(https://www.meteored.com.ar/tiempo-en_Valcheta-America+Sur-Argentina-Rio+Negro--
1-16391.html). El mismo es configurado mediante el uso de timers que se ajustan
regularmente (aproximadamente cada 15 dias). También se regula el fotoperiodo de luz
UV que se suministra a los terrarios (2 hs invierno y 4 hs en verano) durante el mediodia
para favorecer la asimilacion de calcio.

Recinto para larvas avanzados y metamorfos

Los acuarios de los larvas con miembros traseros y delanteros y de los metamorfos
cuentan con una plataforma de alimentacién y una rampa con pendiente inclinada, que
les facilita el traslado desde el agua a la plataforma de alimentacion. El acceso a la
plataforma consiste en una rampa inclinada que favorece la salida de los metamorfos del
agua. Estos recintos cuentan con tapas para evitar que se escapen los individuos y con
un sistema de filtros internos y de aireacion.

Rampa de salida del agua

..........................

Esquema de diseflo de acuario promedio para larvas avanzados y metamorfos

Larvas

Los acuarios para larvas consisten en peceras de 40 Its, con plantas artificiales, sistema
de aireacion con piedras difusoras vy filtrado mediante filtros en cascada. Generalmente
no se coloca sustrato ni placas filtrantes para facilitar el manejo de los larvas.




Datos de Vida

Una vez que se encuentran puestas dentro de los acuarios de adultos, los huevos son
retirados, contados y colocados en un nuevo acuario para facilitar su manejo y evitar la
depredacion por parte de los adultos.

Dieta

Datos sobre la alimentacion:

Adultos: Alimento vivo. En promedio se usan los siguientes itéms, (i) grillos adultos
(Gryllus assimilis), 60-70% de la dieta; (ii) cucarachas (Cuca runner, Blaptica sp.), 20%
de la dieta, y (iii) larvas de tenebrio (Tenebrio molitor), 20% de la dieta. Frecuencia de
alimentacion: entre un minimo de 2 hasta un maximo de 4 veces por semana
(dependiendo la época del afio y el estado general de los individuos). En cada ocasion,
se proporciona suficiente cantidad de alimento con el fin de que quede un exedente a
disposicion dentro del acuario, para que las ranas se puedan alimentar en diferentes
momentos.

Metamorfo: Los metamorfos no se alimentan hasta que terminan de absorber la cola.

Juvenil: Alimento vivo: (i) micro-grillos (Gryllus assimilis), 80% de la dieta y, (ii) mosca de
la fruta (Drossophila melanogaster), preferentemente apteras, 20% de la dieta.
Frecuencia: entre un minimo de 3 y un maximo de 5 dias por semana (dependiendo la
época del aino y el estado general de los individuos).

Larvas: alimento balanceado para peces (Shulet carassius) 80% y spirulina 20%. Puede
suministrarse fibras vegetales cocidas. Frecuencia: ad libitum

Aclaracion: con frecuencia de maximo una vez cada semana 0 minimo, una vez cada 2
semanas, se suplementa con complejo vitaminica y mineral. También se ha logrado un
buen estado nutricional utilizando solo en tenebrios y grillos bajo la condicion de aplicar
suplementos vitaminicos/minerales.

Método de alimentacion

Adulto: Se suministran en recipientes individuales por pecera, reforzados con vitaminas
y calcio (Reptocal/Reptolife). El alimento se coloca a disposicion en las placas de
alimentacion. Eventualmente se puede facilitar la alimentacion de los adultos
individualmente utilizando pinzas o mediante aislamiento en recintos especiales de
pequefio tamafo, en caso de individuos con mal estado corporal (ver score).

Larva: Se suministra alimento balanceado y spirulina en escamas o pellets directamente
en los acuarios.
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Reproduccion:

Estructura Social

Los adultos son distribuidos en los acuarios por cohorte. Los individuos silvestres
(fundadores) se encuentran separados de los individuos nacidos en cautiverio. A su vez,
estos se encuentran separados por cohorte (F1, F2) y por afio.

Cortejo y desove

Comportamiento reproductivo: Presentan scramble competition (ver Velasco et al.,
2017), un tipo de comportamiento donde los individuos intentan amplexar entre si y
luchan por la posesion de las hembras (Wells, 1977). En la colonia ex situ también se
observa este comportamiento en menor intensidad (obs. pers.).

En estado silvestre, la mayoria de los comportamientos reproductivos y puestas de
huevos que se registraron, ocurrieron en aguas calidas (21,8 £ 1,23°C) poco profundas (8
+ 15 cm de profundidad), y con sustrato de barro. Aunque todos los amplexos ocurrieron
en un ambiente I6tico, los embriones y los primeros estadios larvales ocurrieron en
remansos dentro del arroyo, en sitios situados a no mas de 10 cm de la corriente y a no
mas de 10 metros de la surgente termal (Velasco, 2018)

El cuidado de los huevos y larvas

Huevos: Las puestas son separadas de los adultos antes de la eclosion de las larvas
para prevenir infeccion por quitridio y para evitar la posible depredacion de las larvas por
parte de los adultos.

Larvas: El mantenimiento de larvas consiste principalmente en el monitoreo de los
parametros del agua (especialmente nitritos, nitratos y amonio) con tiras reactivas. Para
mantener los parametros de agua constantes, se realizan cambios parciales de agua (V4
del volumen total) mediante sifon (frecuencia: dependiendo de los parametros,
diariamente a 2 veces por semana).

Otros Detalles

Manipulaciéon y Transporte

La manipulacion se realiza preferentemente con guantes de nitrilo, previamente
desinfectados con alcohol 70%.

Adultos/juveniles: Los transportes de juveniles se realizan en recipientes individuales (3
individuos por recipiente) con papel absorbente humedo para mantener hidratados a los
individuos. Dependiendo del tiempo de transporte, el papel puede ser cambiado. Los
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recipientes son colocados durante el transporte en camaras de frio mantenidas
aproximadamente a 18°C.

Larvas: se transportan en bidones de agua cada una con un aireador.

Se calculd una densidad de larvas por bidon de 20 individuos por litro de agua
aproximadamente. Al igual que con los juveniles, los recipientes son colocados en
camaras de frio.

Salud y Cuidados Veterinarios

El uso de practicas y rutinas zootécnicas relativamente simples reducen el riesgo de
introducir y esparcir enfermedades infecciosas dentro de las instalaciones de anfibios.

Segun los niveles de seguridad definidos en el Manual para el control de enfermedades
infecciosas en colonias de resguardo para anfibios y programas de reintroduccion
(Pessier & Mendelson 2017), establecemos que el nivel de bioseguridad en el que se
encuadra la cria ex situ de la Ranita de Valcheta cae dentro de la categoria de
“Aislamiento”. Este nivel se aplica a poblaciones ex situ que eventualmente seran usadas
en programas de reintroduccion a la naturaleza. Para el mismo se requieren medidas de
bioseguridad orientadas a reducir el riesgo de introducir agentes patogenos a la
naturaleza. Este protocolo es denominado simplemente "Aislamiento”, ya que el simple
acto de separar fisicamente a una poblacién de animales reduce en gran medida la
mayoria de los riesgos de propagacion de enfermedades entre los animales cautivos
(Pessier & Mendelson 2017). Este tipo de nivel de bioseguridad se condice con
programas ubicados fuera del rango de distribucion original de las especies
(instalaciones que albergan especies de anfibios o conjuntos de especies y que tienen su
ubicacion fisica fuera de la distribucion geografica de las especies).

PRACTICAS DE BIOSEGURIDAD EN LABORATORIO

Uso de camisolin descartable: se utilizaran camisolines descartables para el ingreso
y la permanencia dentro del recinto, de uso exclusivo para esta actividad.

Desinfeccidn pre ingreso: antes de ingresar a las instalaciones se utilizara alcohol 70%
0 amonio cuaternario para rociar pies y manos.

Elementos de uso diario: el material utilizado en los acuarios sera de uso exclusivo
para los mismos y permaneceran dentro del recinto.

Residuos: los residuos solidos y aguas residuales utilizadas en los distintos acuarios y/o
terrarios son desinfectados mediante sistemas/protocolos estandares de clorinacion
previo a su eliminacion.

Recintos: los recintos o acuarios y sus elementos constituyentes seran desinfectados
mediante el uso de lavandina al 1 % o alcohol al 70% durante por lo menos un minuto,
durante limpieza o recambio.
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Registro del estado de salud de los individuos: diariamente se examina el estado de
salud de los individuos de los acuarios mediante observacion y registro de vitalidad,
cantidad de mudas de piel en los individuos o acuarios (que en exceso puede
representar un sintoma de la enfermedad quitridiomicosis), movimientos de adultos y
larvas en busqueda de anormalidades, alimentacién etc. Se toma como referencia el
Score corporal extraida de Jayson et al. (2018).

Dos veces por mes se llevara a cabo el examen de mudas de piel de los individuos para
registro de infeccidn por el hongo quitridio (Batrachochytrium dendrobatidis-Bd). Si bien la
especie P. somuncurense es portadora de una infeccion subclinica de Bd, el registro
continuo de esta puede prevenir una sobreinfeccidn en caso de que la haya. Este registro
se llevara a cabo obteniendo el trozo de muda de piel y fijandose en alcohol 70% para su
posterior colocacion sobre portaobjetos y cubreobjetos y su observacion bajo microscopio
con un aumento de 400X (Fig. 1).

Para individuos muertos adultos o metamorfos se procedera a realizar este mismo
método de registro y también se podra analizar mediante técnica histologica trozos de
piel fijada. Las larvas muertas podran analizarse cortando el disco oral de las mismas y
colocandolo en portaobjetos con cubreobjetos por encima para su visualizacion en
microscopio en busca de presencia de esporangios de Bd (Fig. 2).

También se registrara la presencia de distintas anormalidades como: hidropesia
(enfermedad de edema), larvas con cola en forma de rayo o con formas de nado en
remolino y metamorfos sin miembros anteriores o miembros sin articulacion (spindlyless)
entre otros.

Examen de mudas de piel en fresco. Colocacién en porta objeto con cubre objeto por encima y visualizaciéon en microscopio
optico a 400 X de aumento.

Conservacion y necropsias de ejemplares muertos: Los ejemplares fallecidos seran
conservados en alcohol 70% y rotulados debidamente para posteriores estudios, ademas
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se les realizara estudios de necropsias. Los cuales evaluan el estado de los 6rganos
internos en busqueda de cualquier indicio de estado no ordinario, lo cual podria ser
indicador de alguna patologia.

Hasta el momento no hemos detectado nada fuera de lo normal entre las necropsias
realizadas.

Preparacion de disco oral de larvas en porta objeto/cubreobjetos y visualizacion al microscopio 6ptico a 400X de aumento

ESTUDIOS PREVENTIVOS PRE-LIBERACION

Previo a la liberacion de ejemplares nacidos en cautiverio se llevan/llevaran a cabo una
serie de examenes y tratamientos para asegurar la liberacion de individuos libres de
enfermedades patogenas y/o que puedan interferir con el ambiente.

Registro de punto blanco y tratamiento: se realiza y se realizara el examen de todos
los individuos en busca de evidencias de punto blanco y se realizara un tratamiento
preventivo para este patdbgeno que consistira en la aplicacién de una pastilla del producto
contra el punto blanco marca TETRA en el recinto que contenga los ejemplares a liberar
(ver cantidades por litro en el producto).

Registro de quitridio por analisis de mudas de piel o PCR: se llevara a cabo el
registro de la presencia de Bd en los ejemplares a liberar. Se aplicara a los individuos un
tratamiento preventivo para la eliminacion del hongo quitridio con bafios de solucion de
Itraconazol (ver protocolo con Itraconazol). Los individuos deberian convivir con una
infeccion de quitridio asintomatica con una intensidad de infeccion de 1.2—-29.3
equivalentes de zoosporas (QPCR) o una cantidad de esporangios de entre 10 y 15 por
un area de aproximadamente 1m?.

Analisis coprolégico de parasitos: se llevan/llevaran a cabo analisis de la materia fecal
de los individuos en busca de parasitos y/o patdégenos no frecuentes en los individuos a
liberar.

Test de bacterias en agua: el agua de los recintos se analiza/analizara mediante un test
de presencia de bacterias.
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Protocolo de eliminacion del hongo quitridio con solucién de Itraconazol

El tratamiento consiste en bafios con solucidn de Itraconazol durante 5 minutos a los
individuos ubicados en bateas, fuera de los recintos habituales. Pasado este tiempo los
ejemplares son ubicados en bateas limpias y desinfectadas hasta el otro dia en donde
seran expuestos a un nuevo bafio y se procedera de la misma manera. El tratamiento se
aplicara durante 6 dias consecutivos durante los cuales se registrara estado de salud y
presencia de pieles en los ejemplares.

La solucién consiste en una concentracion de 0,05 mg de Itraconazol por litro de solucion
Ringer (0,05 mg/l). La solucion se prepara de la siguiente manera: dilucion de 50 mg de
ltraconazol (equivalente a media pastilla de ltraconazol 100 mg) en 10 ml de agua tibia y
posteriormente la dilucion en 1 litro de solucion Ringer para anfibios (0,15 gr cloruro de
potasio; 6,6 gr de cloruro de sodio; 0,15 gr de cloruro de calcio y 0,2 gr de bicarbonato de
sodio /litro de agua).

Manejo de la poblacién

El manejo poblacional implica la separacion de individuos colectados a campo e
individuos nacidos en cautiverio. Por otro lado, las filiales se mantienen separadas
también, a fin de poder evaluar la viabilidad a partir de F1. Hasta el momento hemos
podido registrar que F1y F2 son viables.

Manejo orientado a promover una mayor variabilidad genética implica la rotacién de
individuos entre peceras distintas, pero dentro de su mismo grupo (es decir, aquellos
provenientes del estado silvestre, F1 y F2), a fin de promover la reproduccion entre
distintas parejas.

La reintroduccién de individuos en habitats restaurados se realiza a partir de oviposturas
provenientes de diferentes parejas, con el fin de aumentar la variabilidad genética de las
poblaciones reintroducidas.
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