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1. INTRODUCCION

Los anfibios son uno de los grupos de vertebrados mas amenazados del
planeta (Stuart et al., 2004), con un 40% de sus especies clasificadas bajo alguna
categoria de amenaza (IUCN, 2022). La magnitud de la crisis que enfrentan se
refleja en marcadas declinaciones poblacionales e incluso en la extincion de
especies a nivel global (Houlahan et al., 2000; Stuart et al., 2004; Hoffmann et
al., 2010). El fenomeno de declinacion global de los anfibios esta ligado a la
susceptibilidad particular del grupo frente a diversos factores antrépicos, como
la fragmentacion y pérdida de habitat, contaminacion quimica y biologica,
introduccién de especies, enfermedades emergentes, incremento en la radiacion
ultravioleta, cambios a escala global del clima y explotacibn comercial de
especies (Vaira et al., 2012; Caviedes-Solis y Leaché 2020; Cordier et al., 2020).
La marcada sensibilidad de los anfibios frente a estos factores se encuentra
estrechamente relacionada con su ciclo de vida bifasico y complejo, el cual
implica que las especies dependen tanto de ambientes terrestres, como
acuaticos y por lo tanto sean altamente sensibles a los cambios que puedan
ocurrir en cualquiera de estos entornos (Duellman y Trueb, 1994). Ademas, la
alta permeabilidad de la piel, combinada con su condicién ectotérmica, los
convierte en organismos extremadamente vulnerables a diversos
contaminantes, a patdgenos, a la desecacion y a cambios climaticos (Duellman
y Trueb, 1994; Aragén et al., 2010).

Diferentes estudios cientificos demostraron que la declinacién global de
anfibios no ocurre al azar, sino que sigue un patron discernible, destacando a los
sistemas montafiosos como uno de los ecosistemas mas afectados, debido a
gue exhiben una proporcion significativa de declinaciones poblacionales (Stuart
et al., 2004). Esto puede deberse a diferentes factores como temperaturas mas
bajas, niveles mas altos de radiacion UV (Morrison et al., 2020); sumado a la
escasa superficie y al aislamiento de estos ambientes (Stuart et al., 2004).
Ademas, los ambientes de montafia suelen tener una alta tasa de destruccion o
pérdida de habitat (Lips et al., 2005; Caviedes-Solis y Leaché 2020,) y una mayor
incidencia de algunos patdgenos especificos de anfibios como el hongo

Batrachochytrium dendrobatidis (Scheele et al., 2019). Este aspecto se vuelve



de gran importancia, debido a que los sistemas de alta montafia son
considerados islas de biodiversidad a causa de la gran cantidad de endemismos
gue presentan. Esta caracteristica distintiva se debe a la prolongada historia de
aislamiento y a los factores climéticos particulares que caracterizan estos
ambientes, otorgandoles un valor ecol6gico Unico (Lomolino et al., 2016), como
es el caso de las Sierras Pampeanas Centrales (Cei, 1980; Polop,1989; Nores,
1995; Robledo et al.,, 2006; Robledo y Renison, 2010; Lescano et al., 2015;
Cabido et al., 2018).

Las Sierras Pampeanas Centrales comprenden uno de los sistemas
montafiosos extra-andinos mas importantes de Argentina dada su extension y
grado de aislamiento (Lescano et al., 2015). Este sistema alberga gran cantidad
de especies endémicas, de plantas, hongos y animales (Cei, 1980; Polop,1989;
Nores, 1995; Robledo et al., 2006; Robledo y Renison, 2010; Lescano et al.,
2015; Cabido et al., 2018). En el caso de los anfibios, este sistema presenta siete
especies endémicas, siendo tres micro-endémicas de los pastizales de altura
asociados a los sectores altitudinales superiores (Lescano, et al., 2015). Entre
estas Ultimas, se destaca el Sapo de Achala (Rhinella achalensis), considerada
como la especie de anfibio micro-endémica mas amenazada del sistema
(Lescano, 2018). A nivel nacional esta especie se encuentra categorizada como
Amenazada (Vaira et al., 2012), mientras que a nivel internacional la especie se
encuentra categorizada como Endangered (IUCN SSC Amphibian Specialist
Group, 2019).

De acuerdo con Ditada et al. (1996), R. achalensis era la especie de anuro
mas comun y abundante de los pastizales de altura de las Sierras Pampeanas
Centrales. De igual modo, Avila et al. (1999) la mencionan como una especie
frecuente y abundante. Por su parte, Sinsch et al. (2001) demostré que las
poblaciones del Sapo de Achala presentaban fluctuaciones naturales, sin
mostrar tendencias demograficas negativas entre la década del 70 y la década
del 90. A su vez, estos resultados fueron reforzados por distintos trabajos que se
realizaron en alrededores de La Posta (Pampa de Achala, provincia de Cérdoba),
los cuales evidenciaban poblaciones reproductivas relativamente abundantes en

el area (Jofré et al., 2005; 2007). No obstante, las tendencias demograficas de



esta especie experimentaron un cambio drastico. Investigaciones enfocadas en
la deteccidn especifica de la especie, llevadas a cabo entre 2007 y 2017,
revelaron alarmantes extinciones locales de poblaciones del Sapo de Achala en
numerosas localidades historicas registradas en bibliografia previa. En un lapso
de diez afos, s6lo se encontraron un total de 11 individuos adultos en siete sitios
de reproduccion (Lescano, 2018). Esta abrupta caida en la ocurrencia y el
namero de ejemplares registrada a partir del afio 2007 fue decisiva para cambiar
el status de conservacion de la especie de Near Threatened a Endangered a
nivel internacional (IUCN SSC Specialist Group 2019) y de Vulnerable a
Amenazado a nivel nacional (Vaira et al., 2012). Afortunadamente en ciertas
localidades aun persisten poblaciones aparentemente estables, por lo que la
especie hoy posee un patrén de ocurrencia diferente al de décadas atras, el cual
esta determinado por las multiples extinciones locales que ocurrieron en diversas

localidades historicas.

A pesar de que las causas que provocaron las extinciones locales de
Rhinella achalensis son audn desconocidas, mudltiples factores de diversa
naturaleza fueron propuestos como posibles amenazas (Lescano, 2018). En
particular para los pastizales de altura de las Sierras Pampeanas Centrales, los
principales factores que modifican y modelan el sistema son los cambios a nivel
del paisaje y las invasiones biolégicas. Segun diversos trabajos, el sobrepastoreo
y el fuego son los principales causantes de provocar cambios en la composicion
y configuracion del paisaje en estos pastizales de altura (Cingolani, et al., 2005;
2008a; 2010). Las elevadas cargas ganaderas junto con el fuego son potentes
impulsores de cambio de la fisonomia y composicion floristica, disminuyendo la
cobertura de pastizales altos y favoreciendo el aumento de otras unidades de
cobertura como céspedes y roquedales expuestos (Cingolani et al., 2014). Si
bien Verga et al. (2012) no encontré diferencias en la diversidad y abundancia
de anfibios entre sitios con y sin exclusion ganadera en estos pastizales de
altura, debido a la escasa ocurrencia de R. achalensis en el sistema no se pudo
evaluar la respuesta de esta especie a los cambios en la presion ganadera
(Verga et al., 2012). Sin embargo, dado que estudios previos muestran que el
Sapo de Achala posee preferencias de habitat relativamente especificas

(prefiere pastizales gruesos y finos cercanos a afloramientos rocosos) y evita



otros tipos de coberturas (Jofré et al., 2007), es probable que los cambios en la
composicién del paisaje puedan estar involucrados de forma directa o bien,
puedan haber interactuado con otros factores en los procesos que determinaron
la extincion de poblaciones puntuales.

Con relacién a las invasiones biologicas, resulta relevante resaltar que
una proporcion considerable de los arroyos del sistema, los cuales representan
los habitats reproductivos tanto de R. achalensis como de otras especies
endémicas, se encuentran invadidos por salmoénidos (Miloch et al., 2020). Para
dos de las especies de anfibios del sistema (Boana cordobae y Odontophrynus
americanus) la invasion de salmonidos resulta perjudicial, ya que guedan
excluidas de gran parte de los cuerpos de agua invadidos y confinadas a
cabeceras de cuenca o cuerpos de agua de grado menor (Miloch et al., 2020).
En el caso de R. achalensis, el impacto de esta invasion no pudo comprobarse
estadisticamente debido a la escasa ocurrencia actual de la especie en el
sistema (Miloch et al., 2020). Teniendo en cuenta la relevancia que poseen estos
peces introducidos como predadores y considerando los numerosos
antecedentes que muestran su impacto negativo sobre anfibios nativos en todo
el mundo (Knapp y Matthews, 2000; Bull y Marx, 2002), resulta fundamental
conocer la incidencia y potencial relacion entre la invasion de truchas y la
desaparicion de poblaciones puntuales del Sapo de Achala.

Teniendo en cuenta los antecedentes previamente mencionados, se
plantea que las extinciones locales de Rhinella achalensis no ocurrieron al azar
a lo largo del area de distribucion de la especie, si no que estarian relacionadas
con cuan o6ptimos son los arroyos para la especie de acuerdo con sus
requerimientos reproductivos, con su preferencia por ciertos tipos de cobertura a
escala de paisaje y con el potencial impacto por la invasién de salménidos.
Afortunadamente, la existencia de poblaciones remanentes permite comparar
algunos de estos factores potenciales como, la composicion del paisaje, las
caracteristicas locales de los sitios de reproduccion y el grado de invasion por
salmonidos entre localidades donde la especie declind o se extinguio localmente
y aquellos sitios donde aun persisten poblaciones. Esta sencilla comparacién es
fundamental como primer paso para comenzar a comprender las causas

potenciales de la enigmatica declinacion de R. achalensis y plantear futuras



acciones de conservacion y manejo que mitiguen o reviertan el efecto de las
amenazas para la especie.

Es por ello que el presente trabajo tiene como objetivo general identificar
las causas de la declinacion del Rhinella achalensis en las Sierras Pampeanas
Centrales. Los objetivos especificos para este trabajo son:

1. Determinar si existen diferencias entre las caracteristicas locales de los
arroyos (disponibilidad de sitios Optimos para la reproduccion y
caracteristicas de la vegetacion costera) entre localidades con
poblaciones remanentes de R. achalensis y localidades donde la especie
se extinguié localmente.

2. Determinar si existen diferencias entre la composicién y configuracion del
paisaje circundante a los arroyos entre localidades con poblaciones
remanentes de R. achalensis y localidades donde la especie se extinguid
localmente.

3. Comprender la relacion entre la ocurrencia de R. achalensis y la presencia
de peces exéticos invasores.

4. Relacionar las variables antes mencionadas (caracteristicas locales de los
arroyos, atributos del paisaje y grado de invasion por salmonidos) con la

ocurrencia y las variaciones en la abundancia de R. achalensis.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio

El area de estudio se encuentra ubicada en el piso altitudinal superior de
las Sierras Pampeanas Centrales. Estas sierras constituyen una unidad
morfotectonica que aflora desde los 25° 30" hasta los 33° de latitud sur, en el
centro y noroeste de Argentina. Tienen una extension de aproximadamente 900
km en sentido N-S y unos 400 km en sentido E-O. A partir de los 1400- 1500 m
s.n.m se encuentran los Pastizales y Bosquecillos de Altura (Cingolani et al.,
2022). El paisaje en esta franja de altura se compone de valles y barrancos con

diferentes grados de diseccion y pendiente, afloramientos rocosos y acantilados



escarpados. La vegetacion de este piso altitudinal esta relacionada en gran parte
con la flora andina y su composicion depende a su vez de la condicidon
topografica y del disturbio, tanto pasado como presente, por o que se observa
un mosaico de bosques de tabaquillo (Polylepis australis) y maitén (Maytenus
boaria), céspedes de vegetacion baja con dominancia de Lachemilla pinnata, y
pastizales y pajonales dominados por Poa stuckertii, Deyeuxia hieronymi y

Festuca tucumanica (Cingolani et al., 2004; 2022).

La temperatura media anual se registra en 9,6 °C sin presentar meses
exentos de heladas. La precipitacion media anual en este piso altitudinal es de
870 mm concentrada en la ventana temporal de octubre a abril y las nevadas

son frecuentes entre el otofio y la primavera temprana (Lescano et al., 2015).

2.2. Disefo experimental y seleccion de sitios de muestreo

Los muestreos se realizaron en rios y arroyos ubicados en localidades
histéricas de ocurrencia de la especie, es decir, localidades donde se reportaron
poblaciones reproductivas de R. achalensis hasta el afio 2000. Lescano (2018),
constaté la declinacion de la especie en diversas localidades histéricas, asi como
la persistencia de poblaciones en otras. Por lo que en la actualidad se observa
un patrén de persistencia y extinciones locales de poblaciones a lo largo de la
distribucion de la especie. Siguiendo este patron, los muestreos se realizaron
tanto en sitios en donde las poblaciones locales aun persisten (8 localidades),
como en aquellos donde las poblaciones se extinguieron localmente (10
localidades). Cabe resaltar, que al referirnos a localidad histérica hacemos
referencia a un sitio geografico reportado en bibliografia, que alberga en algunos
casos, numerosos sitios de reproduccidén en uno o mas arroyos. De esta manera,
los muestreos se realizaron sobre transectas de 300 m de largo siguiendo el
curso de los arroyos en sitios de reproduccion asociados a localidades histéricas
donde la especie se extinguio localmente (26 transectas) y a localidades
histéricas donde la especie aun persiste (14 transectas). Cabe aclarar que las
transectas fueron relevadas por una unica vez, debido a la explosividad de la

actividad reproductiva de la especie, la corta duracion de estos eventos, el



elevado numero de sitios muestreados y las distancia y dificultades logisticas
relacionada al acceso de los mismos. Es necesario mencionar que mas alla de
los muestreos realizados en las transectas, en la totalidad de las localidades
histéricas se recorrieron los arroyos desde sus nacientes hasta seis kildmetros
rio abajo en promedio, realizando exhaustivos muestreos destinados a dar con
la especie en la época adecuada, para constatar el patron de
persistencia/ausencia reportado por Lescano (2018). En la tabla 1 se detallan los
arroyos donde fueron realizadas las transectas, la altura de cada una y la

localidad mas cercana.

2.3. Muestreo de anfibios

En cada una de las transectas se realizaron relevamientos por encuentros
visuales, recorriendo la totalidad de la misma y revisando ambas margenes del
arroyo en busca de ejemplares de la especie (Crump y Scott, 2001). Dichos
muestreos se realizaron tanto en horas de la noche como durante el dia, entre
los meses de agosto y septiembre, dado que la reproduccion del Sapo de Achala
se encuentra acotada a este periodo (Jofré et al.,, 2005). Los muestreos
nocturnos se realizaron entre las 21:00 y las 00:00 h para constatar la presencia
y registrar el nimero de adultos de la especie en los sitios de reproduccion.
Durante el dia se relevaron de igual manera los mismos sitios para constatar la
presencia y cuantificar el nimero de puestas y cardimenes de larvas. Dadas las
fluctuaciones en el numero de ejemplares adultos en los arroyos a lo largo de la
estacion reproductiva (Jofré et al., 2007), se decidié utilizar el nimero de puestas
y/o cardumenes de larvas como indicadores de abundancia. Ambos estadios se
encuentran presentes en los arroyos desde el comienzo de la temporada
reproductiva. Ademas, poseen una elevada detectabilidad ya que tanto las
puestas como las larvas son melénicas y se encuentran en sectores expuestos,

con muy poca corriente y baja profundidad (Jofré et al., 2007).
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Tabla 1. Sitios donde se realizaron las transectas, nombre de cada arroyo,
localidad cercana y altura. (PNQC=Parque Nacional Quebrada del Condorito)

Sitio Arroyo Localidad Cercana Altura
1 Achala PNQC 1831
2 Achala PNQC 1878
3 Achala PNQC 1846
4 Estanciero PNQC 2036
5 Estanciero PNQC 2032
6 Estanciero PNQC 2034
7 Trinidad PNQC 2065
8 Santa Clara PNQC 2125
9 Santa Clara PNQC 2132
10 La Toma PNQC 1852
11 De Los Pocitos de nieve El Condor 2104
12 Cerco Los Gigantes 1790
13 Puesto Pedernera Los Gigantes 1774
14 La Esquina Los Gigantes 1824
15 Liqueno La Ventana 2113
16 Liqueno La Ventana 2122
17 Cuello La Ventana 2044
18 Afluente Rio Yuspe Rio Yuspe 1798
19 Afluente Rio Yuspe Rio Yuspe 1795
20 Afluente Rio Yuspe Rio Yuspe 1792
21 La Trampa El Gigantillo 2080
22 La Trampa El Gigantillo 2066
23 Rio Yuspe Rio Yuspe 1720
24 Rio Yuspe Rio Yuspe 1714
25 Afluente La Trampa El Gigantillo 2230
26 Afluente La Trampa El Gigantillo 2183
27 Quemado PNQC 2079
28 Cuchilla Nevada Cuchilla Nevada 1818
29 Las Ensenadas PNQC 2118
30 La Ciénaga Estancia Atalaya 2097
31 Paso de la Esquina El Condor 1894
32 Paso de la Esquina El Condor 1874
33 Puesto Fernandez Ceferino Namuncura 2192
34 La Carolina La Carolina 1674
35 La Carolina La Carolina 1688
36 El Filo El Filo 2060
37 El Filo El Filo 2057
38 Los Tabaquillos Cerro Champaqui 2105
39 La Ciénaga La Posta 2166
40 Paso la Chavela La Posta 2138
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2.4. Caracterizacion de los atributos bidticos y abidticos de los sitios de

reproduccion

Dentro de cada una de las transectas se establecieron seis sectores de
tres metros de costa (equidistantes en 50 metros) donde se estimé visualmente
el porcentaje de vegetacion herbacea (pajonales y céspedes) en la costa,
siguiendo la metodologia aplicada por Miloch et al. (2020) y Segura et al. (2020).
En cuanto a las variables abioticas se estimo visualmente el porcentaje de arena,
limo y roca en el lecho y el porcentaje de arena y roca en las margenes del
arroyo. Ademas, utilizando una cinta métrica se midio el ancho y la profundidad
del cauce en centimetros. Para esta Ultima variable, se tomaron medidas en las
margenes y en el centro de cada sector dentro de las transectas, para luego
realizar un promedio. Ademas, se caracterizo cada sector segun el microhébitat
de acuerdo con las siguientes categorias propuestas por Maddock (1999):
Planchones de Piedras (Glides), Correderas (Riffles), Pozones (Pools) y
Remansos (Slacks). Luego, en cada transecta se calculé la proporcion de
microhabitats  6ptimos para la  reproduccion de la  especie.
Se consideraron como microhabitats Optimos para la reproduccion a los
planchones de piedra y a los remansos de baja profundidad con fondo de arena
(Jofré et al., 2007). Por ultimo, utilizando un GPS Garmin e-trex, se determind la

pendiente de la transecta, midiendo la altura al principio y al final de la misma.

Para determinar la presencia de salmonidos en los sitios de reproduccion
se utilizaron dos metodologias distintas, relevamientos visuales y pesca activa,
utilizando cafias y sefiuelos artificiales en cinco puntos focales por transecta ya
gue es un método efectivo y con bajo error para detectar la presencia de algunas
especies de salménidos como Salmo trutta y O. mykiss (Woodford y Mcintosh,
2013). Ademas la combinacién de dichos métodos resulté efectiva para constatar
la presencia de las dos especies de salmoénidos introducidas en las Sierras
Pampeanas Centrales (Oncorhynchus mykiss y Salvelinus fontinalis) y fueron
aplicadas con éxito para analizar el impacto de estos peces sobre los anfibios
del sistema (Miloch et al., 2020).
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2.5. Caracterizacion y composicion del paisaje

Para cuantificar las caracteristicas del paisaje circundante a los sitios de
reproduccion, se utilizé un mapa de vegetacion inédito del area de estudio
desarrollado por integrantes del laboratorio de herpetologia del Instituto de
Diversidad y Ecologia Animal (CONICET-UNC) y el Instituto Multidisciplinario de
Biologia Vegetal (CONICET-UNC). Dicho mapa incluye cinco unidades de
cobertura: roca expuesta, céspedes, pajonales finos, pajonales gruesos y
bosque. Utilizando un sistema de informacion geografica (Qgis) se cuantificaron
los porcentajes de cobertura de las unidades previamente mencionadas en un
buffer de 300 metros de radio alrededor de las transectas. Para ello se utilizo la
capa raster (i.e. el mapa de vegetaciéon mencionado anteriormente) a la cual, se
afladié una capa vectorial con el punto central de cada transecta. Sobre estos
puntos se afadié una nueva capa vectorial indicando un buffer de 300 m
centrado en el punto medio de las transectas. Por ultimo, se realizé una
interseccion entre la capa raster y los buffers, y mediante la herramienta
“Histograma zonal” se cuantificaron los porcentajes de cobertura de cada una de

las cinco unidades de vegetacién presentes en el mapa.

2.6. Andlisis de datos

En primer lugar, se compararon los valores promedios de los atributos de
los sitios de reproduccion y las variables de paisaje entre sitios donde la especie
se extinguio localmente y sitios donde la especie todavia persiste, utilizando el
test de Wilcoxon. Asimismo, se compard la frecuencia de ocurrencia de
salmonidos entre sitios donde la especie se extinguio localmente y sitios donde

la especie todavia persiste, utilizando el estadistico x?.

Para analizar si existe relacion entre el patron de ocurrencia actual del
Sapo de Achala, los atributos bidticos y abiéticos de los sitios de reproduccion y
la composicion del paisaje se utilizaron Modelos Lineales Generalizados (GLM)
asumiendo una distribucién binomial del error y utilizando una funcién de enlace
logit. Dicho analisis se realizé por separado para el set de variables locales y el

set de variables de paisaje. En cada caso, para obtener los modelos finales se

13



siguieron los pasos propuestos para inferencia multimodelos (Burnham vy
Andreson, 2002; Barton, 2013) utilizando el paquete estadistico R (R Core Team,
2020). A continuacidon, se detalla la secuencia realizada para obtener los

modelos finales.

En un primer paso se generaron multiples modelos candidatos incluyendo
todas las combinaciones de variables posibles para cada set de variables. Luego
se estandarizaron los coeficientes del GLM con la herramienta “std.coef’ (salvo
para la variable respuesta). Después, se calcularon los valores de AIC para cada
uno de los modelos generados mediante la herramienta “dredge”. A partir de este
analisis se gener6 un grupo de modelos candidatos cuya diferencia en los
valores de AIC era menor a dos. Esto se realizo utilizando la herramienta
“‘get.models (AIC, subset = delta<2)”. Finalmente, a partir de este set de mejores
modelos se gener6 un modelo promedio con la herramienta “model.avg(top.AlC)”
y por ultimo se realiz6 un resumen para analizar y observar los coeficientes y la
importancia de las variables mediante la herramienta “summary”. Dichos analisis

se realizaron utilizando los paquetes “Ime4”, “arm”y “MuMIn” en R (R Core Team,
2020).

Para la obtencion del modelo de ocurrencia en funcion de las variables
locales se incluyeron las siguientes variables: pajonal promedio, profundidad
promedio, fondo roca promedio, proporcién de sitios Optimos, pendiente y
presencia de truchas. Estas variables fueron seleccionadas dentro de todo el
conjunto de variables medidas por no presentar correlacién entre ellas. Para
modelar la ocurrencia de la especie en funcion de las variables de paisaje se
incluyeron las siguientes variables: porcentaje de bosque, pajonal grueso,

pajonal fino, césped y roca expuesta.

Por otra parte, para analizar las variaciones en la abundancia en funcion
de ambos grupos de variables independientes (locales y de paisaje) también se
utilizaron Modelos Lineales Generalizados (GLM), pero en este caso con
distribucion del error tipo Poisson y una funcion de enlace log. Para ello se
procedié con la misma secuencia aplicada a la seleccion multimodelos detallada

previamente.
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3. RESULTADOS

De las 40 transectas muestreadas, solo en el 35% de las mismas se
detecto la presencia de Rhinella achalensis (es decir en 14 transectas). En la
figura 1 se observa la distribucidon de las localidades con presencia y ausencia

actual de la especie a lo largo de su distribucion.

Figura 1. Localidades histéricas de Rhinella achalensis muestreados en el presente
trabajo con presencia actual (circulos verdes) y extinciones locales (cruces rojas). Se
resalta el area de distribucién de la especie dentro de las Sierras Pampeanas Centrales
en las provincias de Cérdoba y San Luis.

La abundancia promedio fue de 5 puestas y/o cardimenes de larvas y
vario entre 1 y 14 por transecta. En relacion a la comparacion de las variables

15



locales de los sitios de reproduccion se encontrd que los sitios donde la especie

se extinguio localmente poseen un 20% mas de roca en las margenes que los

sitios donde aun persisten poblaciones. Asimismo, los sitios donde se registraron

extinciones locales presentaron 3 metros mas de desnivel respecto a los sitios

con poblaciones remanentes (tabla 2 y figuras 2 y 3).

Tabla 2. Valores promedio de las variables cuantitativas locales en sitios con
extinciones locales (ausencia) y poblaciones remanentes (presencia) del Sapo
de Achala. Se muestran los valores del estadistico W y valores p obtenidos para
la comparacién de las variables mediante el test de Wilcoxon.

Variable Ausencia Presencia w p
Césped (%) 26,7 (¥18,1) 39,88 (+28,23) 339 0,14
Pajonal (%) 18,26 (¥21,21) 19,76 (¥26,01) 284 0,93

Roca (%) 45,87 (F22,94) 26,38 (¥16,21) 194,5 0,01

Arena (%) 8,75 (F11,05) 14,04 (¥17,06) 327 0,24
Profundidad (%) 14,65 (¥10,65) 13,80 (+4,73)5 309,5 0,52
Ancho (%) 2,79 (¥1,67) 4,51 (¥3,79) 3315 0,21
Fondo Roca (%) 68,9 (+25,9) 63,18 (+31,45) 277,5 0,79
Fondo Barro (%) 2,05 (¥7,49) 0 (+0) 273 0,29
Fondo Arena (%) 29,4 (F25,96) 36,82 (¥31,45) 303,5 0,64
Sitios Optimos 38,46 (F24,39) 46,43 (F22,81) 319 0,35
(proporcion)
Pendiente (m) 7,08 (¥5,06) 4,14 (¥3,96) 215 0,04
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Figura 3. Pendiente en metros en sitios con extincion local y
presencia de R. achalensis.

Para la variable presencia de truchas, se encontr6 una frecuencia

marcadamente mayor de sitios invadidos donde aln persisten poblaciones de R.
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achalensis, (frecuencia relativa de 27,5) que de sitios no invadidos en arroyos
con poblaciones remanentes (frecuencia relativa de 7,50). Cabe destacar que
estos resultados son marcadamente diferentes a los que se esperarian si las
variables presencia de truchas y persistencia de poblaciones del Sapo de Achala
fueran independientes (x?=13,51, p=0,0002). (tabla 3, 4 y figura 4).

Tabla 3. Tabla de contingencia donde se aprecian las frecuencias observadas
de sitios con presencia actual y extinciones locales de Rhinella achalensis
(columnas) en transectas invadidas y no invadidas por salmonidos (filas).

Variables Ausencia R. achalensis Presencia R. achalensis Total
Ausencia salmoénidos 19 4 23
Presencia salmoénidos 3 11 14

Total 22 15 37

Tabla 4. Frecuencias relativa al total/frecuencias esperadas bajo independencia
de sitios con poblaciones remanentes y extinciones locales en sitios invadidos y
no invadidos por salménidos.

Variables Presencia salmoénidos Ausencia salmoénidos
Presencia R. achalensis 27,5/5,25 7,5/8,75
Ausencia R. achalensis 10/9,75 55/16,25
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Figura 4. Proporcion de sitios invadidos y no invadidos por truchas en
sitios con poblaciones remanentes de R. achalensis (presencia) y sitios
donde la especie se extinguié localmente (extincion local).

Con respecto a las variables de Paisaje, ninguna de estas difirid

significativamente entre los sitios donde la especie se extinguié localmente y los

sitios donde la especie todavia persiste (tabla 5).
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Tabla 5. Valores promedio de los porcentajes de variables de paisaje en sitios
con extinciones locales (ausencia) y poblaciones remanentes (presencia) del
Sapo de Achala. Se muestran los valores del estadistico W y valores p obtenidos
para la comparacion de las variables mediante el test de Wilcoxon.

Variable Ausencia Presencia w p
Bosque (%) 1,49 (¥2,19) 0,86 (+1,13) 275 0,95
Césped (%) 6,24 (¥12,04) 1,01 (¥2,54) 242,5 0,34
P Fino (%) 43,28 (¥15,33) 38,21 (F27,12) 225 0,15

P Grueso (%) 8,3 (+12,86) 8,05 (¥15,11) 269 0,9

Roca (%) 40,7 (¥24,9) 51,88 (¥32,52) 320 0,15

3.1. Modelos Lineales Generalizados

Presencia de la especie en funcion a las variables locales: a partir del
analisis GLM se obtuvo un modelo promedio entre tres modelos igualmente
parsimoniosos para explicar la relacion entre los atributos locales de los sitios de
reproduccion y la persistencia de la especie. Este modelo promedio muestra que
solo la variable presencia de truchas se relacioné significativa y positivamente

con la presencia de la especie (tabla 6).

Tabla 6. Variables incluidas en el modelo promedio obtenido relacionando las
variables locales con la ocurrencia del sapo de achala. Se detallan las variables
incluidas en el modelo final, sus coeficientes (B), el error estandar asociado al
coeficiente (EE) y el valor de significancia estadistica de cada variable (p). Las
variables significativas (p<0,05) se encuentran resaltadas.

Variables B EE p
Fondo Roca -0,03625 0,03038 0,23271
Presencia de Truchas 491723 2 0,00339
Profundidad -0,15415 0,08206 0,0603
Sitios Optimos 0,016 0,0264 0,54436

Presencia de la especie con respecto a las variables de paisaje
circundante a los sitios de reproduccion: a partir del analisis GLM se obtuvo un

modelo promedio entre tres modelos igualmente parsimoniosos para explicar la
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relacion entre los atributos del paisaje circundante a los sitios de reproduccion y
la presencia de la especie. De acuerdo a este modelo ninguna variable se asocio

significativamente con la presencia de la especie (tabla 7).

Tabla 7. Variables incluidas en el modelo promedio obtenido relacionando las
variables de paisaje con la ocurrencia del sapo de achala. Se detallan las
variables incluidas en el modelo final, sus coeficientes (B), el error estandar
asociado al coeficiente (EE) y el valor de significancia estadistica de cada
variable (p).

Variables B EE p
Césped -0,08328 0,08989 0,354
Pajonal Grueso -0,03251 0,12986 0,802

Abundancia de la especie en funcién de las variables locales: a partir del
andlisis GLM se obtuvo un modelo promedio entre siete modelos igualmente
parsimoniosos para explicar la relacién entre los atributos locales de los sitios de
reproduccion y la abundancia de la especie. El modelo promedio reveld que tanto
la presencia de truchas como la profundidad promedio tuvieron una influencia
significativa en las variaciones de la abundancia de la especie. La presencia de
truchas mostr6 un efecto positivo, mientras que la profundidad promedio

presentd un efecto negativo (tabla 8).

Tabla 8. Variables incluidas en el modelo promedio obtenido relacionando las
variables locales con la abundancia del Sapo de Achala. Se detallan las variables
incluidas en el modelo final, sus coeficientes (B), el error estandar asociado al
coeficiente (EE) y el valor de significancia estadistica de cada variable (p). Las
variables significativas (p<0,05) se encuentran resaltadas.

Variables A EE p
Fondo Roca -0,010888 0,006431 0,0904
Presencia de Truchas 2.611.343 0,446102 <2e-16
Profundidad -0,042254 0,01747 0,0156
Sitios Optimos 0,005612 0,005744 0,3286
Pendiente -0,040793 0,053307 0,4441
Pajonal 0,001432 0,004089 0,7261
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Abundancia de la especie con respecto a las variables de paisaje
circundante a los sitios de reproduccion: a partir del analisis GLM se obtuvo un
modelo promedio entre dos modelos igualmente parsimoniosos para explicar la
relacion entre los atributos del paisaje circundante a los sitios de reproduccion y
la abundancia de la especie. Segun el modelo promedio, se observé una
asociacion unica y negativa entre el porcentaje de césped y la abundancia de la

especie (tabla 9).

Tabla 9. Variables incluidas en el modelo promedio obtenido relacionando las
variables de paisaje con la abundancia del Sapo de Achala. Se detallan las
variables incluidas en el modelo final, sus coeficientes (B), el error estandar
asociado al coeficiente (EE) y el valor de significancia estadistica de cada
variable (p).

Variables B EE p
Césped -0,074154 0,031972 0,0204 *
Pajonal Grueso 0,00813 0,008952 0,3638
4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la hipotesis de que
las extinciones locales de Rhinella achalensis no fueron aleatorias, ya que se
observaron diferencias a nivel local entre los sitios donde la especie se extinguid
localmente y aquellos donde aun persisten poblaciones. Ademas, los datos
obtenidos revelan de manera concluyente que tanto la presencia como la
abundancia de R. achalensis siguen siendo bajas en comparacion con las cifras
reportadas en décadas anteriores al afio 2000 (Di tada et al., 1996; Avila et al.,
1999; Sinsch et al., 2001; Jofré et al., 2005; 2007). Sorprendentemente, este
estudio también revel6 una relacion positiva entre el patron de persistencia actual

de las poblaciones del Sapo de Achala y la presencia de salmonidos.

En cuanto a la presencia del Sapo de Achala en las localidades historicas,
se pudo constatar que aun se mantiene el patron de presencia/ausencia
reportado por Lescano (2018). Es decir, en este relevamiento no se encontraron

nuevas poblaciones de R. achalensis y se volvié a confirmar su presencia en las
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localidades mencionadas previamente por Lescano (2018). Es importante
destacar que el muestreo abarcd practicamente todos los sitios histéricos
registrados para la especie, incluso localidades que no habian sido examinadas
previamente por Lescano (2018). En algunas de estas localidades no
muestreadas por Lescano (2018), como La Carolina y el Filo de Merlo, no se
encontraron indicios de presencia de la especie, mientras que en un tercer sitio
ubicado en el Arroyo Los Tabaquillos si se constatd su presencia. La Unica
localidad histdrica que no pudo ser relevada debido a limitaciones logisticas fue
Cerro de Oro (Avila et al., 1999). De esta manera, el presente trabajo representa
el muestreo de las poblaciones de Rhinella achalensis mas completo realizado

hasta el momento (ver figura 1).

A partir de los datos de ocurrencia recabados en el presente trabajo queda
en evidencia que multiples poblaciones contindan extintas localmente y no se
encontraron indicios de individuos en ninguno de los sitios historicos reportados
con ausencia de la especie por Lescano (2018). Sin embargo, es importante
destacar que se encontraron marcadas diferencias en la abundancia con
respecto a lo reportado por Lescano (2018). Lescano (2018) encontré un
promedio de cuatro puestas por sitio de reproduccion en nueve afios de
muestreo, mientras que en este trabajo, se encontr6 un promedio de cinco
puestas por sitio en una Unica temporada reproductiva. La diferencia esta dada
principalmente por tres sitios histéricos, ubicados sobre el Arroyo Achala, Arroyo
El Estanciero y Rio Yuspe que presentaron una mayor abundancia que el resto
de los sitios, asemejandose a lo reportado por Sinsch et al., (2001). Esto sugiere
que aun existen poblaciones con abundancias similares a las encontradas en
estudios realizados durante la década de los 90’ (Sinsch et al., 2001; Jofré et al.,
2005; 2007). En base a estos resultados se sugiere la necesidad de realizar un
monitoreo a mediano/largo plazo para determinar si efectivamente estas y otras
poblaciones se estan recuperando numéricamente y asi poder detectar

tendencias demograficas y posibles fluctuaciones poblacionales.

Si bien algunas poblaciones sostienen un numero importante de
ejemplares, es fundamental destacar la alin baja ocurrencia de la especie, lo cual

contrasta fuertemente con lo expuesto por Di tada et al. (1996) que menciona a
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Rhinella achalensis como la especie mas abundante y frecuente del sistema. Por
lo que mas alla del aparente aumento de la abundancia en ciertas localidades
historicas puntuales, se considera que el estatus de conservacion actual de la
especie, Endangered (IUCN SSC Specialist Group 2019) a nivel internacional y
Amenazado a nivel nacional (Vaira et al., 2012) no deberia ser modificado.

Como se mencioné previamente, las extinciones locales que afectaron a
numerosas poblaciones de R. achalensis no se produjeron de manera aleatoria.
Este estudio reveld diferencias significativas a nivel local entre los sitios de
reproduccion donde aun persisten poblaciones y aquellos donde ocurrieron
extinciones locales. Se observd que los sitios donde se produjeron extinciones
locales presentan un 20% mas de roca en las margenes en comparacion con los
sitios donde las poblaciones aun persisten. Ademas, se encontré que los sitios
con extinciones locales tienen un desnivel promedio de tres metros mas
pronunciado que aquellos con poblaciones remanentes. Se sabe que las larvas
de R. achalensis carecen de adaptaciones que les permitan resistir el arrastre
por las corrientes (Jofré et al., 2005; Candioti et al., 2020), por lo tanto, el
desarrollo larval y la metamorfosis ocurren durante la estacion seca y antes de
las primeras lluvias intensas y posteriores crecientes en los arroyos serranos
(Jofré et al., 2005). En efecto, se puede inferir que los sitios con una mayor
pendiente resultarian subdptimos para la especie, ya que a medida que la
pendiente aumenta, el impacto de las crecidas de los arroyos se vuelve mas
severo. Por otro lado, el resultado de GLM muestra una relacion negativa entre
la abundancia de R. achalensis y la cantidad de sectores profundos del arroyo.
Este hallazgo coincide con las preferencias de la especie en cuanto a la
seleccion de sitios de reproduccion (Jofré et al.,, 2005). Es sabido que las
poblaciones que habitan ambientes subdptimos son mas susceptibles a
extinguirse localmente ya que suelen sostener poblaciones menos abundantes,
con tasas de reclutamiento menores y mas expuestas a fenomenos como la
deriva génica, que poblaciones en sitios 6ptimos (Begon, 2021). De esta forma
estas poblaciones son mas susceptibles a desaparecer ya sea por factores tanto

deterministicos o estocasticos (Begon. 2021).
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De acuerdo con las preferencias de habitat y sitios de reproduccion
reportados en la bibliografia previa, los arroyos profundos y con mucha pendiente
representan sitios suboptimos para la reproduccion y el reclutamiento (Jofré et
al., 2005). De esta manera, se sugiere que la asociacion observada entre los
atributos abi6ticos mencionados anteriormente y los sitios donde se produjeron
extinciones locales de la especie estaria relacionada con el hecho de que el o
los factores que impulsaron los cambios demograficos en las poblaciones
tuvieron un mayor impacto en sitios suboptimos para la reproduccién y el

desarrollo larval de R. achalensis.

Es conocido que adultos y juveniles de la especie evitan céspedes y
pastizales asociados a roquedales (Jofré et al., 2007), no obstante, los resultados
presentados en este estudio indican que ninguna de las unidades de vegetacién
a nivel de paisaje resulto significativa para explicar el patron de extinciones
locales de R. achalensis. Investigaciones anteriores también demostraron que la
diversidad de anfibios en la region de Achala no se ve afectada por el pastoreo
(Verga et al., 2012), considerada una de las principales actividades impulsoras
de cambio, que impacta de manera directa en la predominancia de los diferentes
tipos de cobertura en el sistema (Cingolani et al., 2014). La falta de asociacién
entre la presencia del Sapo de Achala y las unidades de vegetacién indican que
estas no serian relevantes para explicar el patron de extincion/permanencia de
las poblaciones de la especie. Esto podria estar asociado a que el sistema
evolucion6 con herbivoria (Miatello y Roqué, 1979; Cingolani et al., 2008a;
2008b; Garcia et al., 2008) y seria l6gico pensar que los anfibios del sistema

estén adaptados a los efectos de esta.

El resultado mas sorpresivo e inesperado del trabajo fue la asociacion
positiva entre los salmonidos invasores (Oncorhynchus mykiss y Salvelinus
fontinalis) y las poblaciones del Sapo de Achala. Estas dos especies de peces
invasores producen un impacto muy marcado en los rios y arroyos del area, ya
que disminuyen de forma significativa la ocurrencia de dos de las especies de
anuros mas abundantes del sistema: Boana cordobae y Odontophrynus
americanus (Miloch et al., 2020). Si bien Miloch et al. (2020) sugieren la falta de

impacto de estos peces invasores sobre R. achalensis, esta relacion no pudo ser

25



comprobada estadisticamente en su trabajo debido a la baja ocurrencia de la
especie. El hecho de que los salmoénidos no tengan influencia sobre la especie
estaria asociado a que la familia Bufonidae tiene una tendencia filogenética a
producir sustancias téxicas en la piel, que vuelven poco palatables a las larvas,
lo cual les serviria como defensa contra predadores (Grasso et al., 2010; Miloch
et al., 2020). En el presente trabajo no solo queda en evidencia la inocuidad de
las truchas para Rhinella achalensis, en sintonia con lo sugerido por Miloch et al.
(2020), sino que se encontrd una asociacién positiva entre estos peces con
respecto a la presencia y abundancia de la especie. Solo en tres de los catorce
sitios en los que se reportd la presencia del Sapo de Achala no se reportd
invasion por salménidos. Por otro lado, de los veintitrés sitios donde se reportd
la ausencia del Sapo de Achala, en diecinueve también se report6 la ausencia
de salmonidos (ver tabla 3 y figura 4). Es importante mencionar que las
poblaciones que se encontraron en sitios no invadidos presentaron una

abundancia significativamente menor que el resto de los sitios (tabla 8).

La asociacion positiva entre la presencia de truchas y las poblaciones del
Sapo de Achala sugieren la existencia de procesos ecol6gicos comunitarios
complejos cuyo analisis excede la posibilidad de inferencia a partir de los datos
obtenidos. No obstante, es factible postular algunas hipotesis ad hoc respecto a
este resultado. Como se mencioné previamente, las truchas tienen un fuerte
impacto sobre las poblaciones de dos especies que habitan los arroyos del
sistema, las cuales son confinadas casi de manera exclusiva a las cabeceras de
cuenca (Miloch et al., 2020). Estas especies vulnerables a la presencia de
salmoénidos poseen larvas de gran porte y con desarrollo lento, razén por la cual
se encuentran en alta densidad durante todo el afio (Miloch et al., 2020). Por un
lado, la desaparicién de estas especies de la mayor parte de los sitios invadidos
podria generar una liberacibn competitiva (Morin et al., 1983), lo cual podria
favorecer a los estadios larvales de Rhinella achalensis cuyo tamafio es menor
y no son depredadas por salménidos (Miloch et al., 2020). Esta hipotesis podria
explicar la asociacion positiva entre la ocurrencia y abundancia del Sapo de
Achala y los sitios invadidos, que a su vez son aguellos sitios sin presencia de
otras especies de anfibios, sin embargo, esto no permite inferir el factor

subyacente al patron de extinciones locales observado.
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Otra hipotesis alternativa para explicar la llamativa asociacion positiva
entre estos salmonidos invasores y la presencia del Sapo de Achala esta
relacionada con el potencial rol de Boana cordobae y Odontophrynus americanus
como portadores del hongo Batrachochytrium dendrobatidis. Este hongo
patébgeno y causal de numerosas declinaciones poblacionales a nivel global
(Scheele al., 2019) esta presente en el area de estudio y fue registrado tanto en
Rhinella achalensis como en Boana cordobae y Odontophrynus americanus
(Lescano et al., 2013). Como se mencioné anteriormente, las larvas de estas dos
Ultimas especies estan presentes durante todo el afio en los arroyos y en
elevadas densidades, pudiendo actuar como un reservorio del patégeno acuatico
(Arellano, 2013; Garcia Feria et al., 2019). De ser este el caso, los salmonidos,
al extirpar de la mayor parte de los arroyos a estas especies podrian estar
disminuyendo las cargas de Batrachochytrium dendrobatidis en los sistemas
acuaticos y por lo tanto favorecer a las poblaciones de Rhinella achalensis. De
ser correcta, esta hipétesis implicaria que R. achalensis es susceptible a la
quitridiomicosis o posiblemente a cargas elevadas del patdogeno en estos
sistemas. En este caso, la interaccion positiva entre los salmonidos invasores y
el Sapo de Achala mediada por la eliminaciéon de potenciales hospedadores
también explicaria el factor subyacente al patron de extinciones locales de
Rhinella achalensis, es decir, dejaria en evidencia que el factor subyacente a las
extinciones locales de la especie seria la quitridiomicosis. Mas alla de ser una
hipotesis especulativa, dada la relevancia de este patdgeno como causal de
catastroficas declinaciones poblacionales a nivel global, esta hipétesis amerita

ser explorada en profundidad en trabajos futuros.

Cabe mencionar que este trabajo es un primer aporte para entender las
causas que subyacen a la declinacion del Sapo de Achala y deja sentadas las
bases para potenciales estudios que deberian realizarse a futuro para entender
en profundidad qué factores o interacciones entre factores afectaron a la especie.
Toda esta informacion resulta fundamental para plantear posibles acciones de

conservacion y manejo de esta especie endémica y amenazada.
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