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RESUMEN:

Los anfibios son el grupo faunistico mas amenazado del planeta, siendo las
enfermedades emergentes una de las principales causas del declive. Sin embargo, no todos los
ambientes, ni todas las especies, muestran la misma sensibilidad frente a los patdgenos, siendo
que los ambientes y las especies con mortandades masivas han llamado especialmente la
atencion de la comunidad cientifica. Estos enfoques podrian limitar nuestra comprension
cientifica de las especies o habitats que funcionan como reservorios, asi como la evaluacion
precisa del impacto en aquellas especies que experimentan una disminucién mas sutil de sus

poblaciones.

En este trabajo se llevd a cabo una revisibn comparativa entre articulos cientificos de
enfermedades emergentes afectando a los géneros Alytes, (como género sensible) y Pelophylax
(aparentemente poco sensible). Posteriormente, con el fin de aportar conocimiento cientifico para
una especie poco estudiada en la peninsula pese a su amplia distribucién, se estudio la
prevalencia de Batrachoychytrium dendrobatidis (Bd), Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal)
y de Ranavirus (Rv) en la especie Pelophylax perezi en los humedales El Clot de Galvany y El
Hondo.

La revision bibliogréfica confirma mayor produccién cientifica en las especies del género
Alytes que en las de Pelophylax, y para Bd en comparacion con los otros dos patdgenos.
Ademas, encontramos escasa productividad cientifica en relacion a enfermedades emergentes
en humedales y en el sur de la Peninsula Ibérica. Por su parte, el estudio de campo permitié
detectar Bd en El Hondo, con prevalencias relativamente altas, pero no en el Clot de Galvany.
Esto sugiere la necesidad de ampliar los estudios en estos ambientes del sureste peninsular,
incluyendo mas especies y ampliando el enfoque hacia el estudio de las posibles consecuencias
poblacionales.

Palabras clave: Enfermedades emergentes, anfibios, prevalencia, humedales, sesgo

ABSTRACT:

Amphibians are the most threatened faunal group on the planet, with emerging diseases being
one of the primary drivers of their decline. However, not all environments or species exhibit the
same sensitivity to pathogens. Specifically, environments and species experiencing massive
die-offs have attracted significant attention from the scientific community. These focal points
could constrain our scientific understanding of species or habitats that serve as reservoirs, as
well as hinder accurate assessments of the impact on species undergoing more gradual

population declines.

In this study, a comparative review was conducted on scientific articles concerning emerging
diseases affecting the genera Alytes (considered sensitive) and Pelophylax (apparently less

sensitive). Furthermore, to contribute scientific knowledge about a species that has been



understudied on the peninsula despite its wide distribution, the prevalence of Batrachoychytrium
dendrobatidis (Bd), Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal), and Ranavirus (Rv) in the

species Pelophylax perezi at the wetlands of El Clot de Galvany and El Hondo.

The literature review confirmed a greater scientific output regarding species of the Alytes
genus compared to Pelophylax, and for Bd compared to the other two pathogens. Additionally,
there was limited scientific productivity related to emerging diseases in the wetlands and in the
southeastern Iberian Peninsula. On the other hand, the field study detected the presence of Bd
in El Hondo, with relatively high prevalences, but not in Clot de Galvany. This suggests the need
to expand studies in these southeastern peninsula environments, encompassing more species

and broadening the focus to address potential population-level consequences.

Key words: Emerging diseases, amphibians, prevalence, wetlands, bias
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1. Introduccioén

Una definicién sencilla de lo que es una enfermedad infecciosa emergente
consiste en afirmar que es la provocada por un agente infeccioso recientemente
identificado y anteriormente desconocido, capaz de causar problemas de salud a nivel
local, regional o mundial (Oromi Durich 2000). En la naturaleza, los cambios en el medio
ambiente pueden dar lugar a modificaciones entre las dindmicas huéspedes y
patégenos, lo que da pie a la aparicidén de estas enfermedades (Martinez-Silvestre et al.
2021). Una de las caracteristicas mas llamativas de estas enfermedades es la
variabilidad en la respuesta a la infeccion. Esta variabilidad depende de factores
ecoldgicos y evolutivos presentes en la dinamica patégeno-huésped, por lo que su
comprension es de gran importancia en la aplicacion de medidas de conservacion para
la prevencion de futuros declives en la biodiversidad (Delia Basanta 2019). Teniendo en
cuenta esta informacion, podemos afirmar que las enfermedades infecciosas
emergentes son amenazas importantes a la biodiversidad (Hangartner y Laurila 2012).
Estas enfermedades son una de las principales amenazas de los anfibios, ya que éstos
son particularmente vulnerables a las perturbaciones ambientales debido a su ecologia
(la mayoria necesitan habitats acuaticos y terrestres) y la fisiologia de su piel (Costa et
al. 2016). De hecho, la UICN en 2009 afirmé que mas de la mitad de los anfibios
europeos (59 %) estan en disminucion, y para el 23 % de los anfibios y el 21 % de los
reptiles la situacion es tan grave, que estan clasificados como especies amenazadas en
la Lista Roja Europea. Precisamente por este motivo, se han establecido proyectos y
programas de monitoreo para combatir y concienciar sobre estas enfermedades. Un
ejemplo de estos proyectos, planteado para luchar contra las enfermedades emergentes
de los anfibios en Espafa, es SOSanfibios (www.sosanfibios.org) de la Asociacién
Herpetoldgica Espafiola (AHE). En este proyecto colaboran ONGs, asociaciones,
grupos de investigacion y otras entidades gubernamentales relacionadas con la
proteccion de la naturaleza (Bosch Pérez, comentario personal). Tanto la asociacién
como los colaboradores recogen muestras a hivel nacional, habiendo analizado 8.065
anfibios, en su mayoria salvajes, durante el periodo 2019-2022. Todos los datos que

recogen son publicados para que esta informacion esté disponible para todo el mundo.

Los problemas de los anfibios han sido, desde hace mucho tiempo, un indicador
del estado de salud de los ecosistemas, considerando este grupo animal como
bioindicadores de las areas naturales (Martinez-Silvestre et al. 2021). Es por este
motivo, que la disminucion global de anfibios es un tema importante en cuanto a la

conservacion y la pérdida de biodiversidad (Costa et al. 2016). Estos animales, a lo largo
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de los afios han sufrido distintas amenazas como puede ser las pérdidas en cantidad y
calidad de hébitats disponibles, el exceso de nutrientes en el agua, el descenso de la
concentracion de oxigeno, la disminucién de invertebrados o la introduccién de especies
no nativas de peces (Speybroeck et al. 2017). También se han visto afectados por la
fragmentacion en habitats mas pequefios o la creacion de carreteras que actlan como
barreras y han supuesto un problema para estos animales (Speybroeck et al. 2017). Sin
embargo, es cada vez mas evidente que entre las mayores amenazas para los anfibios

se encuentran también las enfermedades infecciosas emergentes.

Las principales enfermedades emergentes que afectan a los anfibios, y en las
que se va a centrar este trabajo, seran la quitridiomicosis, causada por los hongos
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) y Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) y las
causadas por el virus del género Ranavirus (Rv) (Martinez-Silvestre et al. 2022). Estos
patégenos pueden transmitirse a través de diversas vias como son el comercio
internacional de anfibios, introduccidon de anfibios al6ctonos en ambientes naturales o la
contaminacién con esporas de sistemas de agua dulce por medio de desagties (Medina-
Vogel 2010). Estos hongos tienen mucho éxito por diversos motivos. Entre ellos, que
ambos requieren un medio acuatico o humedo para comenzar la etapa de infeccién, por
lo que afecta mucho a especies con reproduccion acuatica. (Delia Basanta 2019). Otro
motivo es el hecho de que los causantes de estas enfermedades son patdégenos multi-
huésped, que generalmente son mejores invasores y tienen conjuntos mas diversos de
huéspedes susceptibles y tasas mas altas de transmisidén entre especies huésped, por
lo que pueden llevar a disminuciones severas o incluso la extincibn de especies.
(Karvemo et al. 2018). Este trabajo no abordara otras enfermedades que, aunque no
sean tan agresivas, también deben mencionarse como la Salmonella y la Clamidia, que
son zoonosis; u otras enfermedades que pueden ser transmitidas entre otros grupos de
vertebrados como son los reptiles o los mamiferos (Trematodos, Dermoscistidium...)
(Martinez-Silvestre et al. 2022).

Para cada una de las enfermedades mencionadas en el parrafo anterior, es
posible encontrar especies que presenten diferentes niveles de sensibilidad o
resistencia. Esto se debe a la especificidad de la enfermedad y a la biologia del
hospedador. Por ejemplo, Bsal no tiene un impacto muy elevado sobre los sapos
parteros del género Alytes, mientras que para especies como Salamandra salamandra
este hongo es mucho més agresivo (Martel et al. 2013). Sin embargo, los sapos parteros
son probablemente el género mas sensible en Europa a Bd (Loongore et al. 1999). Otras
especies, como las ranas verdes del género Pelophylax sp. son mucho mas resistentes,

pero pueden ser potencialmente portadoras de estas enfermedades (Balaz et al. 2014,).
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En este sentido, resulta fundamental conocer la prevalencia de esta enfermedad en
especies que no presentan mortalidades significativas, ya que podrian desempefiar un
papel crucial como reservorios. Sin embargo, la produccion cientifica podria ser limitada
en especies que no muestran picos de mortalidad llamativos. Respecto al Rv, su
deteccidén temprana y su seguimiento también es importante ya que puede afectar a
larvas y anfibios posmetamorficos, e impactar con rasgos relacionados con la condiciéon

fisica, como el crecimiento y el desarrollo (Brunner et al. 2015).

En este trabajo de fin de grado se ha llevado a cabo una revision de articulos
cientificos, desarrollados en la region paleartica, comparando la produccién cientifica en
cuanto a enfermedades emergentes para especies sensibles y poco sensibles.
Concretamente, se han comparado los articulos publicados para el género Pelophylax
(en general poco sensible a Bd) y el género Alytes (en general muy sensible a Bd) para
evaluar el conocimiento aportado en cuanto a prevalencias, fatalidad, zonas de estudios
y hébitats. Ademas, se ha contribuido al conocimiento de las prevalencias de Bd, Bsal y
Rv en ranas Pelophylax perezi en humedales del sur de Alicante (concretamente en El
Hondo y el Clot de Galvany). También se incluyeron en el estudio muestras de hallazgos

fortuitos en la Sierra de Crevillente-Elche y el Rio Safari de Elche.

2. Antecedentes

Uno de los objetivos generales del trabajo es el de aportar informacion sobre
prevalencias de Bd, Bs y Rv para Pelophylax perezi en el sur de Alicante. Para ello, ha
sido necesaria realizar un trabajo de campo para la obtencién de diversas muestras.
Este trabajo de campo ha sido realizado desde cero sin recibir ningiin dato previo, sin
embargo, las pruebas obtenidas durante los muestreos se enviaran al proyecto
SOSanfibios, y los resultados serviran para nutrir el proyecto. SOSanfibios, como se
menciona en la introduccién, es un proyecto planteado para luchar contra las
enfermedades emergentes de los anfibios en Espafia. Los andlisis de laboratorio

necesarios para obtener los resultados también estaran cubiertos por este proyecto.

3. Objetivos

La finalidad de este trabajo es hacer una revisiébn comparativa de los articulos
cientificos que abordan uno de los géneros de anfibios mas distribuidos por el Paleartico,

el género Pelophylax, generalmente poco sensibles a las enfermedades emergentes,



frente a los publicados para el género Alytes, muy sensible. Los articulos que se utilicen
seran aquellos que se hayan desarrollado en la region del Paleértico y se valoraran
aspectos como la prevalencia de distintas enfermedades emergentes, y los ambientes

en donde se desarrollan.

Ademas, este trabajo pretende aportar informacion sobre aspectos en los que se
hayan detectado carencias. Concretamente, se han desarrollado muestreos y andlisis
de Pelophylax perezi en El Clot de Galvany, El Hondo y la Sierra de Crevillente-Elche
(La Pefia de las Aguilas) para estudiar asi la prevalencia de las enfermedades

emergentes en humedales del sureste peninsular.
Los objetivos especificos son:

- Comparar las revisiones cientificas de Pelophylax sp. y de Alytes sp. para asi
identificar sesgos en relacion a la produccién cientifica sobre enfermedades
emergentes.

- Estimar la prevalencia de Batrachoychytrium dendrobatidis (Bd),
Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) y de Ranavirus (Rv) en la especie

Pelophylax perezi en los humedales El Clot de Galvany y EI Hondo.



4. Meétodos

4.1. Busqueda de articulos y revision comparativa entre los géneros Pelophylax 'y

Alytes

4.1.1. Descripcion del area de estudio seleccionada

Para la revision se han realizado distintas busquedas de articulos sobre estudios
desarrollados en el Paleartico Occidental (Figura 1), que abarca toda Europa, parte de
Asia y el norte de Africa. En Europa, hay una gran variabilidad geogréfica, por lo que un
gran nimero de especies de anfibios y reptiles habitan el continente. La mayor parte de
las especies de Europa se encuentran en la zona centro, la Peninsula Ibérica e Italia.
La razén mas obvia del gran nimero de especies de anfibios es el elevado nivel de
variacion ambiental y de ambientes que han contribuido a su diversificacion (Speybroeck
et al. 2017). Respecto al norte de Africa, hay vastas extensiones verdes y oasis con gran
cantidad y abundancia de anfibios, entre los que encontramos 32 especies, de las
cuales, 4 estan presentes en la peninsula ibérica y otras 5 tienen especies del mismo

género a ambos lados del estrecho (Gonzalez y Martinez del Marmol, 2021).

WA

-

W Paleartico Etiépica B Oriental
B Neartico Neotropical B Australiana

Figura 1: Mapa de las regiones biogeogrdficas del mundo (Tomado de Mello et al. 2012). La zona verde, la region del

Paledrtico, es de donde se han seleccionado los estudios para la revision.

4.1.2. Criterios de seleccion de articulos

Para realizar las busquedas necesarias (Tabla 1) para la revision se ha utilizado

la plataforma Scopus (www.scopus.com). Esta plataforma es una base de datos de

referencias bibliograficas, resimenes, citas y autores de diversas publicaciones,
revisadas por pares y elaboradas por expertos e investigadores reconocidos en sus

respectivos campos. Contiene informacion bibliografica, en muchos casos a texto
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completo, de méas de 25.100 revistas cientificas y mas de 5.000 editoriales de todo el
mundo, de diferentes areas del conocimiento (ciencia y tecnologia, medicina, ciencias
sociales, artes y humanidades). Aunque contiene registros que se remontan a 1788, la
informacién sobre citas comienza en 1970. Esta plataforma fue lanzada en 2004 y esta
asistida por Elsevier, una empresa de analisis de datos global que asiste a instituciones

y profesionales (Scopus Info, www.elsevier.com/solutions/scopus).

Se han realizado busquedas sobre el género Pelophylax, un género a priori poco
sensible a las enfermedades vistas hasta el momento y sobre el género Alytes, del que
se ha observado una gran sensibilidad a estas enfermedades. En las busquedas
realizadas, se hatratado de relacionar ambos géneros con las principales enfermedades

emergentes como se puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Términos utilizados para hacer las busquedas a través de la plataforma de Scopus.

Término de busqueda

Batrachochytrium dendrobatidis

Batrachochytrium salamandrivorans

Ranavirus

Pelophylax + “Batrachochytrium dendrobatidis™
Pelophylax + “Batrachochytrium salamandrivorans”
Pelophylax + Ranavirus

"Pelophylax perezi" + disease

"Pelophylax bedriagae" + disease

“Pelophylax bergeri” + disease

“Pelophylax cerigensis” + disease

“Pelophylax cretensis” + disease

“Pelophylax cypriensis” + disease

“Pelophylax demarchii” + disease

“Rana demarchii” + disease

“Pelophylax epeiroticus” + disease
“Pelophylax kurtmuelleri” + disease
"Pelophylax lessonae" + disease

"Pelophylax ridibundus" + disease
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"Pelophylax saharicus" + disease
“Pelophylax shqgipericus” + disease
“Pelophylax terentievi” + disease
"Pelophylax chosenicus" + disease
“Pelophylax fukienensis” + disease
“Pelophylax hubeiensis” + disease
“Pelophylax lateralis” + disease
“Pelophylax plancyi” + disease

“Pelophylax tenggerensis” + disease

Alytes + “Batrachochytrium dendrobatidis”
Alytes + “Batrachochytrium salamandrivorans”
Alytes + “Ranavirus”

“Alytes obstetricans” + disease

“Alytes almogavarii” + disease

“Alytes maurus” + disease

“Alytes dickhilleni” + disease

“Alytes mulletensis™+ disease

“Alytes cisternasii’+ disease
“Batrachochytrium dendrobatidis” + wetlands
“Batrachochytrium salamandrivorans”+ wetlands

Ranavirus + wetlands

Aparte de los articulos seleccionados en Scopus, también se han tenido en
cuenta 16 articulos importantes, proporcionados por el cotutor de este proyecto, que no
se encuentran presentes en esta plataforma y tienen una gran relevancia en cuanto a

las enfermedades emergentes.

De los resultados obtenidos (RT), se filtraron aquellos para la regién Paleartico
(RP) y de éstos, se consideraron resultados utiles (RU) aquellas publicaciones en las
gue se estudiaban enfermedades infecciosas emergentes para los géneros Pelophylax

o Alytes. Es decir, se descartaron aquellos trabajos que realmente no versaban sobre
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enfermedades infecciosas, sino sobre otros temas como los relacionados con la

fisiologia o la demografia.

Para ello se revisaron otros factores a tener en cuenta en cada uno de los
articulos como la regién donde se ha realizado el estudio, el tipo de habitat, las especies
y las enfermedades estudiadas y la prevalencia de cada una de estas. De esta forma se

ha pretendido obtener los maximos detalles posibles de cada estudio.

Para reflejar los datos obtenidos (tanto de los articulos de Scopus como de los
proporcionados por el cotutor) y poder hacer un mejor analisis de la revision bibliografica
se han realizado varias tablas dindmicas en Excel y se han utilizado los paquetes dplyr
y ggplot2 en R (R Core Team, 2023) para mostrar los resultados obtenidos mediante un

gréfico de barras.

4.2. Estudio de prevalencia de enfermedades en Pelophylax perezi

4.2.1. Area de estudio seleccionada y puntos de muestreo

Para el estudio en campo de la presencia de Bd, Bsal y Rv en Pelophylax perezi,
se realizaron muestreos en El Hondo y el Clot de Galvany, dos humedales del sur de la
provincia de Alicante. También se obtuvieron muestras de hallazgos casuales en la
Sierra de Crevillente-Elche (La Pefia de las Aguilas) y en el Rio Safari de Elche (Figura
2).

£ Centrode Interpretacion Pargue Natural El Hondo
# Ciotde Galvany
! LaPefia de las Aguilas

i

antalPola del Este

Tabarca

4 A
5 1'2 rvvan;:a/ @

Figura 2. Mapa extraido con Google Earth de los humedales que han sido muestreados durante el apartado

de campo de este trabajo.

Con el objetivo de describir las comunidades de anfibios presentes en cada lugar
de muestreo se consultd la base de datos del SIARE (Servidor de Informacion de
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Anfibios y Reptiles de Espafia), que recoge informacion del SARE (Seguimiento de
Anfibios y Reptiles de Espafia), la BDH (Base de Datos Herpetoldgica) y el AHEnuario
para dar como resultado las especies que han sido citadas en cuadriculas de 10x10 km.

Clot de Galvany

El Clot de Galvany es un Paraje Natural Municipal situado en las partidas rurales
de El Altet y Los Balsares dentro del término municipal de Elche, Alicante. Dado su gran
valor ambiental ha sido declarado ademas de Paraje Natural Municipal, Estacién
Biolégica, Lugar de Interés Comunitario (LIC) y Zona de Especial Proteccién para las
Aves (ZEPA) en buena parte de su superficie (Concejalia de Medio ambiente del
Ayuntamiento de Elche, s.f.). La Estacion de Depuracion de Aguas Residuales
(E.D.A.R.) de los Arenales, con tratamiento terciario, nutre de agua al paraje en la

actualidad.

Espacios Protegidos

Figura 3. Cuadricula UTM 10x10 km donde se encuentra El Clot de Galvany (YH13).

La comunidad de anfibios en esta cuadricula (Figura 3) comprende Epidalea
calamita (Sapo corredor), Pelobates cultripes (Sapo de espuelas), Pelophylax perezi
(Rana comun), Pelodytes punctatus (Sapillo moteado) (SIARE). La especie con mas
registros en esta zona ha sido Epidalea calamita, mientras que Pelophylax perezi es la
segunda especie mas vista.

El Hondo

El Hondo es un humedal antropizado de elevado valor ecoldgico que se sitda en
la antigua albufera de Elche en la comarca del Baix Vinalop6 (Elche y Crevillente), al sur
de la provincia de Alicante (38° 12°N; 0° 42°W). Comprende dos embalses reguladores

de riego, lagunas naturales y otros encharcamientos. (Luis Echevarrias 2003). La mayor
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parte de su aporte hidrico procede de aportes de sobrantes del rio Segura y de los
azarbes de la Vega Baja, que se toman mediante elevaciones artificiales (Abellan
Contreras 2019). Es paraje natural desde 1988 y fue declarado parque natural por la
Generalitat Valenciana en 1994. Ademas, figura en los listados del RAMSAR y 7 est4
clasificado como ZEPA (Zona de Especial Proteccion para las Aves) (Conselleria

d'Agricultura, Medi Ambient, Canvi Climatic i Desenvolupament Rural, s.f.).

v
L
hd
)“"éil\lﬁcan

a0

 Combinaciones de teclss | Datos ce mapas £2023 Inst. gg_r, I'Lm.g_osg gpzarenamemcs Notificar un problema de Maps
Figura 4. Cuadricula UTM 10x10 km donde se encuentra El Hondo (XH92).

Respecto a los anfibios que encontramos en esta cuadricula (Figura 4), se han
observado las especies: Epidalea calamita (Sapo corredor), Bufo spinosus (Sapo
comun), Pelobates cultripes (Sapo de espuelas), Pelophylax perezi (Rana comun) y
Pelodytes punctatus (Sapillo moteado) (SIARE).

Muestras casuales

Aungue el objetivo principal del estudio es el muestreo de los humedales,
también se tomaron algunas muestras obtenidas por terceras personas, como la tutora
del trabajo o los trabajadores del Rio Safari de Elche. Estas muestras fueron tomadas

en las siguientes ubicaciones:

La Pefia de las Aguilas

La Sierra de Crevillente, donde se encuentra La Pefia de las Aguilas, se extiende
de suroeste a nordeste con una extension de unos 25 km entre el rio Vinalopo y la Sierra
de Abanilla, por los términos de Crevillent, Hondon de las Nieves, Hondon de los Frailes,
Albatera y Aspe. Esta sierra posee tres microrreservas de flora protegidas por la
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Generalitat Valenciana. Ademas, la Sierra de Crevillent formé parte de los 39 lugares de
Interés Comunitario (LIC) susceptibles de formar parte, en su caso, de la Red Natura
2000 (Miralles Canto 2018).

A Espacios Protegidos
T

o Ap7 "

Combinaciones de teclas | Datos de mapas ©2023 Inst. Geogr. Nacional Imagenes ©2023 TerraMetrics Notificar un problema de Maps

Figura 5. Cuadricula UTM 10x10 km muestreada en La Pefia de las Aguilas (XH93).

En funcién de las citas registradas en la cuadricula (Figura 5) la comunidad de
anfibios de la Sierra de Crevillente comprende las siguientes especies: Epidalea
calamita (Sapo corredor), Bufo spinosus (Sapo comun ibérico), Pelobates cultripes
(Sapo de espuelas), Pelophylax perezi (Rana comun), Pelodytes punctatus (Sapillo
moteado), Triturus pygmaeus (Tritdn pigmeo, especie introducida; Sancho et al., 2015).
Las especies con mas citas han sido Pelophylax perezi y Epidalea calamita, igualadas

en citas.
Rio Safari Elche

Rio Safari es un parque zoologico desde 1983, que consta de mas de 12
hectareas. Se encuentra ubicado a 9 km de Elche, siendo un centro que avanza dia a
dia en la restauracion de sus instalaciones y se implica cada vez en mas proyectos de

conservacion ex-situ (www.riosafari.com).

o
Espacios Protegidos
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Figura 6. Cuadricula UTM 10x10 km en donde se encuentra el Rio Safari (YHO3).

No se ha observado un nimero muy elevado de especies de anfibios en esta cuadricula
(Figura 6), pudiendo encontrar tan solo Bufo spinosus (Sapo comudn ibérico) y
Pelophylax perezi (Rana comun). La especie mas abundante, con un numero

considerablemente superior de citas en la zona ha sido Pelophylax perezi.

4.2.2. Muestreos y procedimientos

Los materiales necesarios para realizar el trabajo de campo fueron:

e Salabres.

e Hisopos

e Tubos de ensayo Eppendorf
e Papel film

e Etanol 70%, para la conservacion de muestras

Se utilizé un salabre para coger las ranas. Cada uno de los emplazamientos fue
muestreado por dos personas en cada visita y requirid6 esfuerzo distinto segun la
dificultad para obtener muestras (Tabla 2). La mayor parte de las visitas fueron de
noche, cuando las ranas presentan mayor actividad. En este sentido, se aprovecharon

los dias de lluvia de mayo.

Tabla 2. Namero de visitas y tiempo necesitado para los muestreos en cada uno de los emplazamientos.

Zonas muestreadas N° de visitas Tiempo medio por visita
El Hondo 2 4 horas
El Clot de Galvany 5 4 horas
La Pefia de las Aguilas Encuentro fortuito Encuentro fortuito
Rio Safari Elche Encuentro fortuito Encuentro fortuito

Una vez capturado el individuo a analizar se paso un hisopo por la piel (Figuras
7 y 8). Posteriormente, se introdujo el hisopo dentro de un tubo de 1,5mly se rompio,
dejando la punta del hisopo dentro. Se vertieron 1 0 2 gotas de etanol al 70% en el tubo
con el fin de conservar la muestra (Figura 9), y se cerrd. Tras esto, solo quedé etiquetar
la muestra y sellar con papel film. Ya selladas, se conservaron en congelador (aunque

es posible mantenerlas a temperatura ambiente).
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Figura 9. Adicion de etanol 70% al Eppendorf para la conservacion de la muestra.

4.2.3. Procedimiento en el laboratorio

En colaboracién con SOSanfibios, las muestras se enviaron al laboratorio donde
fueron analizadas por la asociacion. Para el analisis de las muestras se realizé una PCR
cuantitativa. La alta sensibilidad de la PCR hace que esta sea la técnica mas adecuada
de deteccién de patdgenos en anfibios, sobre todo cuando la enfermedad aun no ha

cursado y no pueden observarse signos externos (Bosch Pérez 2023).

En la PCR se siguieron varios pasos. El ADN se extrajo usando PrepMan Ultra,
fueron diluidas 1:10 antes de una amplificacién por gq°PCR (PCR en tiempo real). Las
muestras se analizaron por duplicado, usando controles negativos y positivos (con
concentraciones conocidas de 0,1, 1, 10 y 100 equivalentes genémicos de zoosporas).
Las muestras fueron consideradas positivas cuando la carga de infeccion fue igual o
superior a 0,1 y la curva de amplificacion presenté una forma sigmoidea robusta.
Cuando so6lo se amplificé con éxito una réplica de una muestra, la muestra se analiz6
por tercera vez y se considero positiva si la tercera amplificacion resulté en un resultado

positivo (Thumsovéa 2022).
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5. Resultados

5.1. Comparacién entre produccion de articulos sobre Pelophylax sp. y Alytes sp.

La produccidn cientifica en Scopus para Bd es mayor que para Bsal o Rv. Como
muestra la Tabla 3, los términos de busqueda “Batrachochytrium dendrobatidis”
“Batrachochytrium salamandrivorans” y “Ranavirus” produjeron un total de 2898

resultados (suma directa).

En cuanto a los géneros estudiados, 42 resultados incluyeron alguno de los
patdgenos y el término “Pelophylax”, mientras que 74 incluyeron alguno de los
patdgenos y el término “Alytes”. Respecto a las especies mas estudiadas, Alytes
obstetricans es la mas estudiada para el género Alytes cono 55 resultados, mientras

gque Pelophylax ridibundus es la mas estudiada para el género Pelophylax con 13.

En la Peninsula Ibérica, sélo encontramos 4 articulos para la especie
“Pelophylax perezi®, unica representativa del género. Uno de ellos fue realizado en
Portugal, mientras que los otros 3 se realizaron en el norte de la Peninsula Ibérica.
Respecto al género Alytes, en la Peninsula Ibérica se encontraron 15 estudios, solo 2

de ellos en el sureste.

Tabla 3. Busquedas realizadas en Scopus, mostrando el nimero de resultados totales que se ha encontrado
por busqueda (RT), el nimero de resultados en la region del Paleartico (RP) y los resultados en la region

del Paleartico que pueden resultar Gtiles para la revision (RU).

Término de busqueda RT RP RU
Batrachochytrium dendrobatidis 1809 312
Batrachochytrium salamandrivorans 206 122
Ranavirus 883 178
Pelophylax + “Batrachochytrium dendrobatidis” 26 19 15
Pelophylax + “Batrachochytrium salamandrivorans” 1 1 1
Pelophylax + Ranavirus 15 7 3
"Pelophylax perezi" + disease 4 4 2
"Pelophylax bedriagae" + disease 3 3 3
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“Pelophylax bergeri” + disease
“Pelophylax cerigensis” + disease
“Pelophylax cretensis” + disease
“Pelophylax cypriensis” + disease
“Pelophylax demarchii” + disease
‘Rana demarchii” + disease
“Pelophylax epeiroticus” + disease
“Pelophylax kurtmuelleri” + disease
"Pelophylax lessonae" + disease
"Pelophylax ridibundus" + disease
"Pelophylax saharicus" + disease
“Pelophylax shqipericus” + disease
“Pelophylax terentievi” + disease
"Pelophylax chosenicus" + disease
“Pelophylax fukienensis” + disease
“Pelophylax hubeiensis” + disease
“Pelophylax lateralis” + disease
“Pelophylax plancyi” + disease
“Pelophylax tenggerensis” + disease
Alytes + “Batrachochytrium dendrobatidis”
Alytes + “Batrachochytrium salamandrivorans”
Alytes + “Ranavirus”

“Alytes obstetricans” + disease

11

55

41

25
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“Alytes almogavarii” + disease 0 0 0

“Alytes maurus” + disease 1 1 1
“Alytes dickhilleni” + disease 3 3 2
“Alytes mulletensis”+ disease 0 0 0
“Alytes cisternasii’+ disease 1 1 1
“Batrachochytrium dendrobatidis” + wetlands 49 7 1
“Batrachochytrium salamandrivorans”™+ wetlands 0 0 0
Ranavirus + wetlands 1 0 0

También se han tenido en cuenta 16 articulos proporcionados por el cotutor del
trabajo, que no se han encontrado en Scopus. De estos, 10 cumplian con los criterios
para ser RU. Algunas caracteristicas de estos ultimos 10 articulos estan descritas en la
Tabla 4, donde de los articulos que se han desarrollado en la Peninsula Ibérica, s6lo 1
ha sido en el sureste.

Tabla 4. Articulos tiles (no incluidos en Scopus) proporcionados por el cotutor de este proyecto.

Especies analizadas N° Articulos utiles Articulos desarrollados en

la Peninsula Ibérica

Alytes sp. 3 2
Pelophylax sp. 4 3
Ambas 3 3

Para tener una vision mas clara de en cuantos articulos se analizan especies
pertenecientes al género Pelophylax, Alytes o a ambas especies se ha realizado un
gréfico de barras (Figura 10) en el que se incluyen los 74 RU detectados en esta revision

(incluyendo Scopus y los aportados por el cotutor del TFG).
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Figura 10. Diagrama de barras en el que se representan las especies que se estudian en cada uno de los
74 articulos que se han considerado RU durante la revisién bibliografica. Se puede observar cuantos
pertenecen al género Pelophylax, Alytes y cuantos incluyen ambas especies.

Las referencias especificas de los 74 RU se incluyen en las Tablas 1y 2 del Anexo.

5.1.1. Especies presentes en los articulos revisados

Las especies del género Pelophylax que se encontraron en los articulos fueron
las siguientes: Pelophylax bedriagae, Pelophylax caralitanus, Pelophylax cerigensis,
Pelophylax epeiroticus, Pelophylax esculentus, Pelophylax lessonae, Pelophylax perezi,

Pelophylax ridibundus y Pelophylax saharicus.

Del género Alytes se encontraron las siguientes: Alytes obstetricans, Alytes

maurus, Alytes cisternasii.

Aungue el trabajo se centra en las especies pertenecientes al género Pelophylax
y el género Alytes, también es importante mencionar el resto de especies encontradas.
Concretamente, se han encontrado otras 39 especies de anfibios de los siguientes
géneros: Barbarophryne, Bombina, Bufo, Bufotes, Discoglossus, Epidalea, Hyla,
Latonia, Lissotriton, Lyciasalamandra, Pelobates, Pseudepidalea, Rana, Salamandra,

Sclerophrys y Triturus; y dos especies de reptiles: Natrix maura y Podarcis bocagei.
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5.1.2. Ambientes en los que se desarrollan los articulos

De los 74 resultados utiles considerados en esta revision (Scopus y los obtenidos
por el cotutor), 61 describieron los ambientes donde se realizaron los estudios. La
mayoria de los articulos se desarrollaron en sierras (26 articulos) y en rios, charcas o
canales (21). En 5 de ellos, se analizaron ambos ambientes en el mismo articulo.
Finalmente, 7 tomaron las muestras en sistemas de humedales, y en 2 en individuos en

cautividad.

5.2. Resultados de los analisis de las muestras

5.2.1. Caracteristicas de las zonas muestreadas y resultados

En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas de los puntos en los que se obtuvo

muestra y el nUmero de muestras por sitio muestreado.

Tabla 4. Coordenadas y breve descripcion de los puntos donde se han tomado las muestras.

Zonas Coordenadas Tipo de ambiente

muestreadas

38°11'13.42"N Pequeio estanque con presencia de especies exdticas
0°47'21.97"0 invasoras
38°11'10.63"N Charca de gran tamafio
El Hondo
0°47'16.75"0
38°11'8.48"N Zona calmada en canal de agua

0°47'7.46"0

38°14'34.82"N Charca de gran tamafio
0°31'43.62"0

38°14'32.11"N Charca de gran tamafio

0°31'35.95"0
El clot de

Galvany 38°14'33.68"N  Camino cerca de charca
0°31'31.26"0
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38°14'47.20"N Charca de gran tamaiio
0°31'48.49"0

38216’34.69”’N Balsa abandonada
0945’8.83”0
La Peiia de las
; 38215’53.84"”’N Estanque con presencia de especies exodticas
Aguilas
0°44'27.34”0 invasoras
Rio Safari Elche 38°13'3.66"N Fuente

0°36'7.38"0

En la Tabla 5 se pueden ver las prevalencias de las muestras analizadas. La
muestra con una menor carga corresponde al 0,1 equivalentes gendémicos de

zooesporas mientras que una de las muestras tiene una carga de hasta 558,5.

Los Unicos positivos han correspondido a la enfermedad Bd, es decir, no hay
ningun individuo infectado de Bsal o Rv. Respecto a las prevalencias de Bd, en El Hondo
se han detectado 6 positivos de 12 muestras analizadas y en el Rio Safari de Elche se
ha detectado 1 de 2 (Figura 11). En las muestras obtenidas en el Hondo y en la Sierra

de Crevillente-Elche (La Pefia de las Aguilas), sin embargo, no ha habido ningln caso

positivo para ninguna de las enfermedades.

m Positivo |
Negativo %

A

Figura 11. Mapa en el que se representa la proporcion de los casos de Bd en cada uno de los puntos

muestreados.
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Tabla 5. Resultados de las pruebas de laboratorio para Bd, Bsal y Rv, para cada uno de los individuos muestreados. Carga_Bb hace referencia a la carga fungica en
cada uno de los individuos, medida en equivalentes gendmicos de zoosporas. Respecto a la infeccién cuando pasa del 0,1 de carga se ha considerado (+) Positivo. Si
no es asi, se ha considerado (-) Negativo.

Localizacién Especie Carga_Bd Infeccion Bd  Infeccion Bsal  Infeccion Rv Coord X Coord Y
(+/-) (+/-) (+/-)

Clot de P. perezi 0,0 0°31'43.62"0  38°14'34.82"N

Galvany

(N=12) .
P. perezi 0,0 0°31'43.62"0  38°14'34.82"N
P. perezi 0,0 0°31'43.62"0  38°14'34.82"N
P. perezi 0,0 0°31'35.95"0  38°14'32.11"N
P. perezi 0,0 0°31'35.95"0  38°14'32.11"N
P. perezi 0,0 0°31'43.62"0  38°14'34.82"N
P. perezi 0,0 0°31'48.49"0  38°14'47.20"N
P. perezi 0,0 0°31'31.26"0  38°14'33.68"N
P. perezi 0,0 0°31'35.95"0  38°14'32.11"N
P. perezi 0,0 0°31'35.95"0  38°14'32.11"N
P. perezi 0,0 0°31'43.62"0  38°14'34.82"N
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Parque natural
de El Hondo

(N=12)

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

0,0

0,0

36,1

0,6

23,2

0,0

315,5

0,0

0,0

0,0

5,3

0,1

0,0

0°31'43.62"0

0°47'16.75"0

0°47'16.75"0

0°47'16.75"0

0°47'16.75"0

0°47'16.75"0

0°47'21.97"0

0°47'16.75"0

0°47'7.46"0

0°47'16.75"0

0°47'16.75"0

0°47'16.75"0

0°47'16.75"0

38°14'34.82"N

38°11'10.63"N

38°11'10.63"N

38°11'10.63"N

38°11'10.63"N

38°11'10.63"N

38°11'13.42"N

38°11'10.63"N

38°11'8.48"N

38°11'10.63"N

38°11'10.63"N

38°11'10.63"N

38°11'10.63"N
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Rio Safari
Elche

(N=2)

Sierra de
Crevillente-
Elche

(N=4)

P. perezi

P. perezi

E. calamita

P. perezi

P. perezi

P. perezi

P. perezi

558,5

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0°36'7.38"0

0°36'7.38"0

0945’8.83”0

0945’8.83”0

0944’27.34”0

0944'27.34”0

0244’27.34”0

38°13'3.66"N

38°13'3.66"N

38216'34.69”
N

38216'34.69”
N

38215’53.84”
N

38215’53.84”
N

38915’53.84"
N



6. Discusion

Se ha realizado una revision comparativa de los articulos cientificos que abordan
el género Pelophylax, generalmente poco sensibles a las enfermedades emergentes,
frente a los publicados para Alytes sp., muy sensible. Complementariamente, se ha
realizado un muestreo de Pelophylax perezi para estimar la prevalencia de
Batrachoychytrium dendrobatidis, Batrachochytrium salamandrivorans y de Ranavirus
en los humedales El Clot de Galvany y El Hondo, y valorar la posibilidad de que estos

puedan actuar como reservorio.

La revision bibliografica en Scopus nos ofrece distintas conclusiones. En primer
lugar, en todo el Paleartico hay una notable diferencia entre el niumero de articulos
publicados para enfermedades emergentes en Alytes sp. y en Pelophylax sp, siendo los
del género Alytes més numerosos. En la Peninsula Ibérica, se ha observado algo muy
similar, habiendo encontrado 15 articulos sobre Alytes sp. y s6lo 4 sobre Pelophylax
perezi. De estos articulos, solo 2 de los articulos (Thumsova et al. 2021 y Bosch et al.
2013) incluyendo el género Alytes se han desarrollado en el sureste de la Peninsula
Ibérica. Esto ha evidenciado que existe un sesgo en la produccidon cientifica sobre

enfermedades emergentes en el sureste Ibérico.

Con los articulos proporcionados por el cotutor del proyecto ha ocurrido algo muy
similar. De los estudios que se han realizado en Espafia, solo se ha encontrado un

articulo (Walker et al. 2010) sobre Bd referente al sureste de la Peninsula.

Este sesgo se puede deber a que el género Alytes (poco presente en el sureste
Ibérico) es de las especies mas sensibles, habiendo mostrado casos de mortalidad
masiva por Bd en distintos puntos de Espafia. Estos casos se han abordado en varios
de los articulos encontrados tanto en la revision realizada en Scopus (Bosch et al 2013),
como en los aportados por el cotutor de este trabajo (Bosch et al 2001, 2007; Walker et
al 2010; Rosa et al 2012). Por otro lado, la sensibilidad de este género también podria
explicar que, ademas de haberse realizado mas estudios, estos han sido mas
especificos. Por el contrario, los articulos que incluyen el género Pelophylax se enfocan
en un menor nimero de especies (persiguen evaluar la presencia e impacto de los
patégenos en el ambiente en su conjunto, no en una especie en concreto). Esto también
tiene sentido respecto al Pelophylax sp. ya que, al contrario que Alytes sp., es una
especie muy resistente capaz en cierto modo de coexistir con la enfermedad, por lo que

no tiene la misma prioridad.
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Respecto a los ambientes, Unicamente en torno al 11% de los articulos
analizados se desarrollaron en humedales. El resto, fueron desarrollados en sierras, rios
y lagos. Esto evidencia una clara diferencia en la atencion que han recibido los diversos
ambientes. Esta diferencia puede deberse a que la temperatura en las cadenas
montafiosas y en zonas elevadas suele ser mas baja, lo que es idéneo para algunas
enfermedades emergentes como Bd, que tiene un crecimiento maximo entre 17-25 °C
(Piotrowski et al. 2004) o para Bsal, que tiene un crecimiento 6ptimo entre 10-15 °C

(Longcore et al. 1999).

Con el objetivo de aportar informacion sobre alguno de los sesgos identificados
en la revision, se estudié la prevalencia de enfermedades para la especie Pelophylax
perezi, en humedales del sur de Alicante. Esta especie es relativamente abundante y
muy extendida, a pesar de que se hayan constatado declives severos en areas
concretas (Dictamen CC 49/2020, de 20 de febrero de 2020). Ademas, aunque estas
ranas verdes europeas son portadoras del hongo, hasta el momento no se han
registrado mortalidades asociadas con Bd. Es decir, P. perezi es frecuentemente

asintomatica (Martinez-Silvestre et al. 2021).

Nuestros resultados sugieren que algunos humedales como El Hondo actten
como reservorio y foco de dispersion de Bd a través de su comunidad de aves. Tanto El
Hondo como EI Clot de Galvany son importantes pasos de aves migratorias, y, en este
sentido, cabe apuntar que las esporas del hongo causante de la quitridiomicosis siguen
siendo viables tras 30 minutos de desecacion en las patas de diferentes aves acuaticas.
Se estim6 que, en ese tiempo, el ave era capaz de desplazarse unos 30 kilémetros,
facilitando asi la diseminacion del hongo entre masas de agua aisladas entre si (Bravo
y Moreno 2020).

En este caso, mientras que en El Clot de Galvany no se ha visto presencia de
ninguna de las enfermedades emergentes estudiadas, en El Hondo se ha visto una
prevalencia de un 50% para Bd. La principal hipotesis que se plantea para explicar la
ausencia de Bd en Clot es la diferencia entre las calidades de las aguas. Una primera
opcién puede ser que la calidad del agua en El Hondo sea baja, ya que se ha observado
que algunos contaminantes pueden comprometer la respuesta inmune de animales
como los anfibios (Zambrano-Fernandez, 2023) , lo que implicaria una mayor eficacia
del hongo. La otra opcién es que en El Clot de Galvany pueda haber algiin contaminante
gue afecte al hongo y haga que no se reproduzca eficientemente. Otra hipétesis, a
nuestro juicio menos plausible, es que la diferencia se deba a la temperatura del agua.

Aunque ambos humedales estén relativamente cerca y tengan una temperatura
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ambiente similar, el origen de sus aguas es distinto, lo que puede llevar a una
temperatura del agua diferente. Las temperaturas bajas anulan el sistema inmunolégico
de los anfibios, por lo que se aumentan tanto la vida como los niveles de las zoosporas
(Doddington et al. 2013) y los anfibios quedan mas expuestos a la enfermedad. En
cualquier caso, estas hipotesis requieren de futuros estudios que eluciden las causas

de las diferencias encontradas.

Respecto al otro resultado positivo en el Rio Safari de Elche, nos indica que esta
enfermedad, en el sur no solo se encuentra en humedales, sino también en cualquier
otro punto de agua de zonas bajas. La ausencia del hongo en las muestras analizadas
de la Sierra de Crevillente también requiere de estudios futuros que corroboren si se

encuentra verdaderamente ausente en las sierras aridas del sureste peninsular.

En base a nuestros resultados, podemos afirmar que resulta de gran importancia
estudiar el desarrollo de enfermedades emergentes incluso en especies o ambientes,
que no parezcan amenazados directamente por ellas. Es por ello que resultan tan
importantes las asociaciones y actuaciones que se dedican promover el conocimiento

cientifico de estas enfermedades, asi como a buscar soluciones.
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7. Conclusiones

En la revision de articulos en este estudio se ha concluido que en todo el
Paleartico hay una notable diferencia entre el nUmero de articulos publicados para
enfermedades emergentes en Alytes sp., como especies sensibles que han acaparado
multitud de estudios dirigidos a una Unica especie; y en Pelophylax sp., especie poco

sensible que se estudia en el contexto del ambiente que se muestrea.

Los humedales y los ambientes aridos del sur de la Peninsula Ibérica cuentan

con pocos estudios.

Se ha detectado presencia de Batrachochytrium dendrobatidis en Pelophylax
perezi en El Hondo, por lo que este humedal podria actuar como reservorio y conducir

a la infeccion de otras especies mas sensibles.

Una de las muestras positivas se ha obtenido en pequefia charca del Rio Safari
de Elche, pero no se han encontrado muestras positivas en la Sierra de Crevillente
(ambiente més arido).

No se ha detectado ni Batrachochytrium salamandrivorans ni Ranavirus en

ninguno de los puntos en los que se han llevado a cabo muestreos.

8. Proyeccion futura

Dado que se desconoce el motivo de la presencia de Bd en Pelophylax perezi
de El Hondo, pero la ausencia en El Clot de Galvany, seria muy interesante realizar un
estudio de las aguas de ambos humedales para descartar o confirmar diversas hipétesis

sobre las causas de este patron.
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