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Resumen

En este trabajo se reportan dos nuevas localidades para la rana de pecho espinoso de Cordillera Pelada,
Alsodes valdiviensis, descubiertas durante prospecciones de anfibios y reptiles en la Region de Los Rios. Los
especimenes fueron determinados morfolégica y molecularmente. Para ello se tomaron medidas
morfométricas de los especimenes y fueron comparadas con aquellas de la literatura. Para los analisis
moleculares se amplificé un fragmento de citocromo b mitocondrial y se compard filogenéticamente con
aquellas secuencias disponibles en Genbank. Tanto la determinacién morfoldgica como molecular
coincidio con A. valdiviensis. Estos nuevos registros de la rana de pecho espinoso de Cordillera Pelada
representan una ampliacién importante de la distribucion geografica de esta especie, conocida hasta ahora
solo de su localidad tipo. Se sugiere, sobre la base de la informacion geografica y del estado y riesgos de
su habitat, que esta especie sea considerada en categoria de conservacion de En Peligro.

Palabras clave: Alsodes valdiviensis, rana de pecho espinoso de Cordillera Pelada, nuevos registros,
conservacion, Chile.

New geographic records of the Cordillera Pelada spinny chest frog, Alsodes
valdiviensis Formas, Cuevas & Brieva, 2002 (Amphibia: Alsodidae), and evaluation of
its conservation status

Abstract

In this work we report two new localities for the spinny chest frog, Alsodes valdiviensis discovered during a
survey of amphibians and reptiles in Los Rios region. Specimens were determined morphologically and
molecularly. For this, morphometric measurements of the specimens were taken and compared with those
of literature. For molecular analysis, a fragment of mitochondrial cytochrome b was amplified and
compared phylogenetically to those sequences available in Genbank. Both morphological and molecular
determination coincided with A. valdiviensis. These new records represent a significant expansion of the
geographical distribution of this species, only known from its type locality so far. Based on geographic
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information and state and risks of its habitat, we propose this species to be considered with a conservation
status of Endangered.

Key words: Alsodes valdiviensis, Cordillera Pelada spinny chest frog, new records, conservation, Chile.

Introduccion

Las ranas del género Alsodes Bell, 1843 (Alsodidae) se distribuyen en el centro-sur de Chile y a lo
largo de la vertiente oriental de los Andes en Argentina (Formas et al., 2002). Este género consta
de 15 especies en Chile (Frost, 2014), siendo el taxén de ranas mas diverso de este pais. Existen
evidencias morfoldgicas, carioldgicas y genéticas que sustentan la monofilia del género Alsodes
(Barrio, 1970; Lynch, 1978; Formas & Vera, 1983; Cuevas, 2008). Por su parte, un analisis
molecular que incluyé 13 especies de Alsodes (Blotto et al., 2013) también sustentan la monofilia
de este género de ranas.

Desde el punto de vista geografico, aunque no sustentados filogenéticamente, es posible
reconocer dos grupos de Alsodes. Uno de ellos es de distribucion exclusiva en la Cordillera de los
Andes (11 especies). El otro grupo (cuatro especies, Tabla 1) es de distribucion exclusiva en la
Cordillera de la Costa. En las especies de la Cordillera de la Costa es notoria la falta de
informacién sobre distribucion geografica y ecologia, siendo la mayoria de éstas conocidas solo
de sus localidades tipo. Por otra parte, varias especies son morfoldgicamente muy similares, por
lo que la determinacion especifica se hace problematica y propensa a errores (Cuevas, 2013).

Un ejemplo de lo anterior es Alsodes valdiviensis. Esta especie fue descrita por Formas et al. (2002)
y es conocida hasta ahora solo de la localidad tipo Cerro Mirador (39°57'21,00"S; 72°53'55,29" W;
1.100 msnm) a 60 km W de La Union (por carretera) en la Cordillera Pelada, provincia de
Valdivia, Chile. Segiin la IUCN (2012), esta especie esta considerada en la categoria de Datos
Insuficientes (DD), ya que hay escasa informacion sobre su distribucion, biologia y
requerimientos ecoldgicos.

En este trabajo se reportan dos nuevas localidades para A. valdiviensis, una de éstas al limite
Oriental de la Cordillera de la Costa con la Depresion Intermedia. Adicionalmente se hace una
proposicion sobre el estado de conservacion de esta especie a través de las categorias y criterios
de la lista roja de la UICN version 3.1 (2001, 2003) y la metodologia estandarizada para anfibios
y reptiles de Giraudo et al. (2012).

Materiales y Métodos

Las prospecciones se hicieron 1) durante prospecciones de anfibios y reptiles requerido por el
Sistema de Evaluacion de Impacto Ambiental (SEIA) en el sector de Reumén (39°57'21,00"S;
72°53'55,29" W) y 2) un relevamiento de anfibios en la localidad de Raulintal (40°11'38,85"S;
73°26'5,50" W), Region de Los Rios (Fig. 1). El método de prospeccion fue el de relevamiento por
encuentros visuales (REV, Crump & Scott, 1994), realizando buisquedas de manera azarosa en
lugares posibles donde se puedan encontrar los animales. Los muestreos fueron realizados en
cada localidad por dos personas, durante cuatro horas a partir de las 09:00 AM.
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Tabla 1. Especies de Alsodes que habitan en la Cordillera de la Costa. NT: Casi amenazada, CR: Peligro
Critico, VU: Vulnerable, DD: Datos Insuficientes. Estados de Conservacion segin IUCN (2012).

Table 1. Alsodes species that inhabit at the Coastal Range of Chile. NT: Near Threatened, CR: Critically
Endangered VU: Vulnerable, DD: Data Deficient. Status Conservation according to the IUCN red list

(2012).
Especie Nombre comin Distribucion Estado de
Conservacion
A. vanzolinii  Rana de pecho espinoso de Ramadillas, Chauras de Laraquete y Cuyinco CR
Vanzolini Alto, Region del BioBio
A. barrioi Rana de pecho espinoso de Barrio Estero Cabreria, Parque Nacional Nahuelbuta VU
y Rucapehuén, Region del BioBio
A. norae Rana de pecho espinoso de Nora Cerro Oncol, Cordillera de la Costa de DD
Valdivia, Region de los Rios
A. valdiviensis  Rana de pecho espinoso de Valdivia Cerro Mirador, Cordillera Pelada, Region de DD
Los Rios

Los especimenes de la localidad de Raulintal fueron fotografiados y luego liberados. Los
especimenes de la localidad de Reumén fueron medidos con un calibrador vernier (0,01 mm
precision). Utilizando guantes desechables se tomaron muestras de hisopado bucal para analisis
genéticos. Para esto, se utilizaron hisopos (14,5 cm de largo) con torula de algodon (longitud de
13,5 mm y ancho de 3 mm) de acuerdo a Pidancier et al. (2003).

El ADN total se extrajo desde los hisopos utilizando el método fenol/proteinasa K (Sambrook et
al., 1989). Se amplificd un fragmento de citocromo b (cyt b) para todas las muestras a través de la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con los partidores MVZ15-L (Moritz et al., 1992) y
CytbAR-H (Goebel et al., 1999). Se siguieron los protocolos de PCR de acuerdo a Blotto et al.,
(2013) y las secuencias obtenidas se depositaron en GenBank. A continuacion, se realizé un
analisis filogenético utilizando MrBayes ver. 3,2 (Ronquist et al., 2012) y el modelo de sustitucién
general tiempo reversible (GTR) con la tasa de heterogeneidad gamma entre sitios (gamma =
0,1800). Para efectos comparativos, se usaron secuencias de A. valdiviensis, Alsodes verrucosus,
Alsodes coppingeri, Alsodes hugoi, Alsodes tumultuosus, Alsodes pehuenche, Alsodes barrioi, Alsodes
igneus, Alsodes gargola, Alsodes norae, Alsodes vanzolinii 'y Alsodes nodosus disponibles en GenBank.
Cada cadena de Markov se inici6 a partir de un arbol al azar y las corridas fueron hechas por
1,0x107 generaciones muestreando cada 1.000 generaciones. Todos los puntos muestreados antes
de alcanzar la fase estacionaria fueron descartados como "burn-in", y los arboles restantes fueron
combinados para encontrar la probabilidad a posteriori de la filogenia. Los analisis se repitieron
tres veces para confirmar que todos ellos convergieran en el mismo resultado. Eupsophus
calcaratus fue usado para enraizar los arboles.
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El proceso de categorizacion se hizo de acuerdo a las Categorias y Criterios de la Lista Roja de la
UICN, version 3.1 (UICN 2001) y las directrices para emplear los criterios de la Lista Roja de la
UICN a nivel nacional y regional, versiéon 3.0. (UICN 2003). Para ello se analizaron los
parametros para las categorias de En Peligro Critico, En Peligro y Vulnerable. Ademas se
categorizo a la especie segun los criterios indicados por Giraudo ef al. (2012) con el fin de
comparar el resultado de ambas metodologias.
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Figura 1. Distribucion geograéfica actualmente conocida de Alsodes valdiviensis.1: Cerro Mirador (Localidad
Tipo), 2: Raulintal, 3. Reumén.

Figure 1. Geographical distribution currently known of Alsodes valdiviensis.1: Cerro Mirador (Type
Locality), 2: Raulintal, 3. Reumén.
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Figura 2. A, Macho de Alsodes valdiviensis de Reumén. B, Macho de Alsodes valdiviensis de Raulintal,
Region de Los Rios, Chile, Junio 2013.

Figure 2. A, Male of Alsodes valdiviensis from Reumen. B, Male of Alsodes valdiviensis from Raulintal, Los
Rios Region, Chile, June 2013.

Resultados

Los atributos presentados por los ejemplares encontrados tanto en Reumén (Figura 2A) como en
Raulintal (Figura 2B) coincidieron con el patréon morfoldgico y de coloracion de A. valdiviensis
dados por Formas et al. (2002). No obstante, la variabilidad de patrones presentados por los
especimenes de Reumén no permitié una clara diferenciacion con respecto a A. verrucosus o A.
coppingeri, dada la similitud morfoldgica entre tales especies. Las tres secuencias de citocromo b
obtenidas de estos especimenes fueron 97,7% similares entre éllas. Con respecto al arbol
resultante del analisis filogenético (Figura 3), las secuencias se anidaron dentro de un clado bien
soportado que incluy6 a las demads secuencias de A. wvaldiviensis topotipicos disponibles en
GenBank. De lo anterior es posible concluir que los especimenes de Alsodes de Reumén
corresponden a A. valdiviensis Formas, Cuevas & Brieva, 2002. Las medidas morfométricas se
muestran en la Tabla 2 y también coinciden con el patrén morfométrico dado por Formas et al.
(2002). Otras especies de anfibios encontradas en el sector de Reumén fueron Batrachyla leptopus
y E. calcaratus. En el sector de Raulintal se encontr6 ademas Rhinoderma darwinii, Eupsophus
emiliopugini y E. calcaratus.
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Figura 3. Arbol filogenético Bayesiano inferido a partir de secuencias de especies de Alsodes disponibles en
GenBank y de los especimenes de Reumén (en gris). Los nimeros en los nodos representan las
probabilidades a posteriori de cada clado.

Figure 3. Bayesian phylogenetic tree inferred from sequences of Alsodes species availables in GenBanlk,
and specimens of Reumén (gray). The numbers at the nodes represent posterior probabilities of each
clade.

La clasificacion del estado de conservacion de A. valdiviensis resultd en igual categoria tanto con
los criterios de UICN (2001), como con aquellos sefialados por Giraudo et al. (2012). Para los
criterios de UICN (2001) consideramos a la especie distribuida en un drea de extensién de
aproximadamente 1.660 km?. Segun los criterios de UICN (2001), la especie presenta las
siguientes caracteristicas: rango geografico estimado en menos de 5.000 km?(B1), con localidades
severamente fragmentadas (a) y no mas de cinco localidades conocidas con alto riesgo de
pérdida de extension y calidad de habitat (biii). Segtin esta metodologia, la especie cumple con
los criterios Blab(iii), correspondiendo a la categoria de En Peligro. Del mismo modo, con el
método propuesto por Giraudo ef al. (2012) la ponderacion de las variables (Tabla 3) resulté en
21, lo que clasifica a la especie en la categoria de En Peligro.
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Discusion

El conocimiento de la riqueza de especies de anfibios en la Region de Los Rios proviene de
trabajos realizados por Formas (1995), Mendez et al. (2005), Cuevas (2008) y Diaz-Paez et al.
(2008). Recientemente, estudios sobre diversidad de anfibios de esta region han sido publicados
por Nufiez et al. (2012) y Rabanal & Nufiez (2012), que han permitido incrementar el nimero de
especies conocidas para la regién. De hecho, hasta la fecha se ha registrado un total de 19
especies de anfibios, 15 de las cuales habitan en la Cordillera de la Costa y cinco de éstas son
endémicas de esta cordillera: A. norae, A. valdiviensis, Eupsophus altor, Eupsophus migueli e
Insuetophrynus acarpicus.

Tabla 2. Medidas (mm) de los tres especimenes de Alsodes valdiviensis muestreados en Reumén,
region de los Rios, Chile.

Table 2. Measurements (mm) of the three specimens of Alsodes valdiviensis sampled in Reumén,
los Rios region, Chile.

Caracter 1 2 3

Distancia hocico-cloaca 32,02 31,87 42,07
Largo de la cabeza 12,34 11,83 16,37
Ancho de la cabeza 12,81 12,46 15,84
Distancia interocular 5,38 6,00 6,96
Distancia narina-ojo 2,28 2,54 3,42
Distancia internarial 2,46 2,96 3,34
Diametro horizontal del ojo 3,82 451 4,77
Largo de la pierna 14,92 14,68 19,23
Largo del pie 21,47 23,46 31,12

En el contexto de la distribucion de anfibios en la region, el presente estudio entrega dos nuevos
registros geograficos para A. valdiviensis, uno de ellos al limite de la Cordillera de la Costa con la
Depresion Intermedia, extendiendo su actual rango de distribucion aproximadamente 60 km (en
linea recta) hacia el noreste de su localidad tipo (Fig. 1). Los individuos ubicados en Reumén
parecen corresponder geograficamente al limite oriental de distribucion de esta especie, ya que
el habitat de A. valdiviensis corresponde a arroyos de montafia en bosques huimedos de
Nothofagus sobre los 280 msnm (Formas et al., 2002; Mendez et al., 2005), ambientes ausentes en
las zonas mas orientales a Reumén. Los especimenes fueron encontrados bajo troncos en un area
ecotonal entre cultivos de Pinnus radiata, Eucaliptus globulus y remanentes de bosque de
Nothofagus, aproximadamente a 150 m de un estero de caudal moderado. El analisis filogenético
(Fig. 3) mostro que los especimenes de Reumén se anidan dentro del clado de A. valdiviensis,
siendo este clado parafilético respecto a A. verrucosus y a A. coppingeri, lo que indica que estas
especies son muy similares genéticamente, tal como lo sefialado por Blotto et al. (2013).
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Los hallazgos aqui reportados, en especial el de Reumén proveen de informacion adicional
acerca del habitat y ecosistemas donde ocurre A. valdiviensis, sugiriendo la potencial presencia
de esta especie en otras localidades de la Regién de Los Rios. De hecho, considerando que
probablemente los registros de Méndez et al. (2005) para Alsodes monticola tales como Namul
Malal (40°25’S; 73°30" W) y Catrihuala (40°48’S; 73°37'W) corresponden a A. valdiviensis, en tal
caso la distribucién de esta especie seria la segunda mas amplia de las especies de Alsodes,
después de A. nodosus. No obstante, la inclusion de estas poblaciones no altera la categorizacion
de En Peligro de esta especie.

Por otra parte, no cabe duda que la situacion de A. valdiviensis puede verse agravada por otros
factores tales como el efecto de taxones introducidos como el visén (Neovison vison), jabali (Sus
scrofa scrofa), que se ha demostrado se alimentan de anfibios (Skewes et al., 2007) y patdgenos
tales como el quitridio (Batrachoquitrium dendrobatidis) reportado en anfibios chilenos (Bourke et
al., 2011, Soto-Azat et al., 2013) y recientemente a Ranavirus (Soto-Azat, comunicacion personal).
Estos antecedentes pueden ser considerados un argumento valido para la evaluacién de la
diversidad genética, identidad, historia natural, conectividad y resiliencia de esta especie en el
contexto del impacto humano dado por la severa fragmentacion y pérdida de sus hdbitats
originales por cambios de uso de suelo. Esto permitiria planificar acciones de conservacion
estratégicas para proteger esta especie y su habitat tanto en areas privadas protegidas, como en
otras dreas no protegidas de la Region de Los Rios.

Tabla 3. Valores resultantes para las variables indicadas en Giraudo et al. (2012). La suma de las
valoraciones es 21.

Table 3. Resulting values for the variables listed by Giraudo et al. (2012). The sum of the rating is 21.

Variable Abreviatura Valor Justificacion
Distribucion nacional y Endemismos de un sector dentro de una ecorregion o
. DINAC 4 -
grado de endemismo subregion
. Especialista en habitat y sustrato, con tendencia a la
Rareza Ecologica RARECOL 4 P o . y o,
especializacién en alimentacion
Destruccion del habitat, afectada por especies exdticas
Efectos humanos EFHU 5 o . o poresp (s Y
disminucion en areas con modificaciones antropogénicas
Potencial reproductivo POTRE 5 Especies con menos de 100 huevos
Tamano TAM 1 Especies entre 41-80 mm
Abundancia ABUND ’ Escasa, pero registrada en la tltima década (si fue

buscada adecuadamente)
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