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Marcelino Fernandez.
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INTRODUCCION

El método de seguimiento a largo plazo de
anfibios que actualmente se lleva a cabo en el
Parque fue disefiado en 2006 por Jaime Bosch,
investigador del Museo Nacional de Ciencias
Naturales-CSIC, con ayuda del personal del Parque
Nacional. Actualmente contamos con 8 temporadas
de datos (2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013
y 2014).

Es necesario un minimo de diez afios en
este tipo de seguimientos para obtener tendencias
validas en las poblaciones, ya sean de disminucidn,
estabilidad o aumento en las mismas. Las grandes
variaciones interanuales en la abundancia de
individuos nos obligan a muestrear un numero
suficiente de afios como para recoger toda esa
variabilidad y ser capaces de extraer una tendencia

global.

No obstante, el seguimiento de anfibios
nos ha permitido a lo largo de todos estos afios, en
primer lugar, mejorar sensiblemente nuestro
conocimiento sobre las distintas especies; en
segundo lugar, detectar problemas evidentes como
las mortalidades masivas ocurridas en Lloroza, que
mas tarde pudieron atribuirse a la accidn de un virus
propio de los anfibios y en tercer lugar, la deteccion
de problemas no tan evidentes, como por ejemplo,
la tendencia a la baja de la poblacién de sapo comun

en el drea de los Lagos.

METODOLOGIA

El modelo de seguimiento propuesto
pretende sélo evaluar la evolucién de las
poblaciones en el tiempo, y en ninglin caso
proporcionar estimas exactas sobre abundancias
absolutas de las especies. Por lo tanto, las técnicas
de muestreo empleadas proporcionan sélo estimas

de abundancia relativa.

El objetivo principal de un seguimiento a

largo plazo es detectar los problemas no evidentes

Evolucidn de las poblaciones en el tiempo

que puedan estar afectando a las poblaciones (ej.
Enfermedades emergentes, efectos del cambio
climatico). Por otro lado, la repeticidon anual de los
muestreos en las mismas localidades sirve para
detectar otros impactos mas evidentes y evitarlos

(ej. Tomas de agua ilegales, pisoteo del ganado).

Para los anfibios, se realizan muestreos en
24 localidades, en algunos casos de forma

simultanea para mas de una especie (ver figura 1).

Se han elaborado unas claves de
identificacion rapida de las especies presentes para
utilizar en los muestreos, con objeto de resolver las

posibles dudas de identificacién.

Para cada punto de muestreo y especie se
realizan un niumero de visitas suficientes como para
registrar un pico de abundancia maxima de la

especie. (ver fig. 1).

Abundancia de tritén alpino en la Laguna de Andara en 2011
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Fig. 1. Registro del pico mdximo de abundancia de una especie
en una localidad a lo largo de la temporada de muestreo.

Los muestreos se efectuaron por parte de
uno, dos o tres observadores como maximo y con la
ayuda de un material sencillo (ficha de campo,
linterna, prismaticos, manga de muestreo grande,
manga de muestreo pequeiia tipo acuario, botas de
goma, cubos de plastico, termdémetros, camara
fotografica, claves y guias de identificacion), distinto

segun las distintas localizaciones.

Los resultados de los muestreos se han
analizado con el programa TRIM (Trends and Indices
for Monitoring Data), que analiza las tendencias de

las poblaciones en el tiempo y las clasifica en
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distintas categorias: en aumento, en declive,
estables o de evolucioén incierta. El programa ha sido

desarrollado por Statistics Netherlands y se puede

descargar de manera gratuita en la red. Como Anexo

RESULTADOS

- ESFUERZO DE MUESTREO

I, se adjuntan los ficheros de texto sobre cada
especie de anfibio muestreado, que se han
elaborado a partir de los datos de campo, para su

andlisis con el programa TRIM.

Se resume en la siguiente tabla el esfuerzo de muestreo empleado en términos de tiempo y personal para

el Seguimiento de Anfibios desde 2007 hasta 2014 (ver fig. 3):

ANO N2 MUESTREOS FECHAS Ne PARTICIPANTES
2007 111 13/04-17/09 28
2008 161 3/03 -25/08 23
2009 158 13/03 -25/08 22
2010 154 5/03 —25/08 18
2011 174 23/02 - 28/09 22
2012 150 1/03 -20/09 19
2013 124 25/03 - 20/09 19
2014 115 15/02 - 26/09 19

N2 HORAS TRABAJO CAMPO
123 h
198 h
175h i
147 h = 4 .
.‘ il " b s
198 h ; h M n
- = e
159h Fig. 2. Esfuerzo de muestreo en términos
130 h de tiempo y personal (2007-2014). En la
foto, Saturnino Gonzdlez, Guarda del
115h Parque Nacional en la zona de Cantabria,

Como puede observarse en la tabla, los
muestreos se extienden desde finales de febrero
hasta finales de septiembre, durante la primavera y
el verano, aunque algunas especies como la rana
bermeja comienzan su reproducciéon en cuanto se
retira la nieve, lo cual en funcién del afio puede
suceder ya a partir de febrero. Las especies mas
tardias en cuanto a muestreos son el sapo partero
comun y el triton alpino que se reproducen en
localidades de alta montafia y concentran su periodo
activo en muy poco tiempo, apenas cuatro meses, de
junio a septiembre.

Se efectlian una media de 143 muestreos
por afio. En la mayoria de los casos, los muestreos
ocupan una jornada entera de trabajo, sumando el
tiempo que se tarda en acceder a la localidad y el
tiempo invertido en realizar el recuento de la
especie. De media, participan en los muestreos unas
21 personas cada afio, todos ellos miembros de la
Guarderia del Parque Nacional, a los que se suma
espordadicamente algin estudiante en practicas. El

numero de horas invertido exclusivamente en los

muestreos (sin contar los desplazamientos) es de
155 horas al afio, de media. Si tenemos en cuenta
que cada muestreo consume una jornada de trabajo
completa (7’5 horas), estariamos hablando de un
esfuerzo de muestreo de 155 jornadas invertidas al
afio, repartidas aproximadamente en 7 muestreos a
lo largo de la temporada por cada uno de los
participantes. Como puede deducirse, el trabajo en
equipo, coordinando a un gran numero de personas
e intentando estandarizar al maximo la metodologia
y el nivel de conocimientos entre todos los
participantes, es la clave para la obtencién de unos
buenos resultados.

Hay un grupo de personas que que
mantienen el nucleo del trabajo, asumiendo la
responsabilidad de una o mas localidades vy
efectuando como poco cinco muestreos al afio. Otro
grupo de colaboradores les acompafian o
complementan su trabajo, realizando muestreos
esporadicos. La labor de todos suma y rinde valiosos

datos.
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- TENDENCIAS DE LAS POBLACIONES

El programa TRIM analiza las tendencias de las poblaciones naturales y las clasifica en una serie de

categorias en funcidn de las variaciones en abundancia observadas de afio a afio (ver fig. 4).

TENDENCIA SIGNIFICADO CRITERIO
FUERTE Aumento significativo de mas del 5% por afio (5% significaria Limite mdas bajo del intervalo de
AUMENTO doblar la abundancia en 15 afios). confianza <1.05.
AUMENTO Aumento significativo, pero no significativamente de mas del 5% Valor mdas bajo del intervalo de
MODERADO por afio. confianza entre 1.00 y 1.05.
ESTABLE No hay aumento ni descenso significativo, y es seguro que las El intervalo de confianza se encuentra
tendencias de cambio son de menos del 5% al afio. entre 0.95y 1.05.
INCIERTA No hay aumento ni descenso significativos, pero no hay certeza El limite mas bajo del intervalo de
de que las tendencias de cambio sean inferiores al 5% por afio. confianza es <0.95 y el limite superior es
>1.05.
DESCENSO Descenso significativo, pero no significativamente mayor del 5%  El limite superior del intervalo de
MODERADO al afo. confianza esta entre 0.95 y 1.00.
DESCENSO Descenso significativamente superior al 5% al afio (un 5% El limite superior del intervalo de
ABRUPTO significaria reducir la abundancia de la poblacién a la mitad en 15  confianza es <0.95.

afios).

Fig. 3. Categorias en las que clasifica el Programa TRIM las tendencias de las poblaciones.

Una vez realizados los analisis con el programa TRIM sobre todos los datos de campo obtenidos entre

2007 y 2014 para las distintas especies en cada localidad, hemos obtenido los siguientes resultados (ver fig. 4):

Chioglossa 1 Riega La Guxana INCIERTA
lusitanica 2 Cueva Covadonga INCIERTA
INCIERTA
Salamandra 1 Ctra. Lagos
INCIERTA
salamandra 2 Pozu LLau
INCIERTA
5 Ctra. Pontén-Oseja
Mesotriton 1 Llago Bajero FUERTE AUMENTO
alpestris 2 Vau los Lobos AUMENTO MODERADO
3 Lago Andara FUERTE AUMENTO
4 Charca del Pontén INCIERTA
5 La Guelga INCIERTA
6 Charcas de Cable INCIERTA
7 Pozo Moiietas INCIERTA
8 Lloroza FUERTE AUMENTO
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Lissotriton Vau los Lobos
helveticus Charca del Pontdn
La Glelga
Charcas de Cable
Triturus Embalse Enterrias
marmoratus Presa Dobarganes
Charca del Corvera
Pilon Colio-Los Pandos
Pilon Cruce de Llés
Alytes Llago Bajero
obstetricans Lloroza
Mofietas
Pozu Llau
Bufo bufo Ctra. Covadonga
Ctra. Pontén-Oseja
Lago Ercina (puestas)
Lago Ercina (adultos)
Rana Riega La Guxana
iberica Riega Allende-Cabafies
Rana Charca Pandecarmen
temporaria Charca Salambre

Charcas de Cable

Pozu Llau

INCIERTA

ESTABLE
DECLIVE AGUDO

FUERTE AUMENTO

INCIERTA

INCIERTA

DECLIVE AGUDO

FUERTE AUMENTO 6

INCIERTA

FUERTE AUMENTO

AUMENTO MODERADO

DECLIVE AGUDO

DECLIVE AGUDO

DECLIVE AGUDO

DECLIVE AGUDO

DECLIVE AGUDO

DECLIVE AGUDO

DECLIVE AGUDO

FUERTE AUMENTO

FUERTE AUMENTO

INCIERTA

FUERTE AUMENTO

FUERTE AUMENTO

FUERTE AUMENTO

Fig. 4. Tendencias de las poblaciones estudiadas entre 2007 y 2014, tras efectuar el andlisis de los datos del Seguimiento con el programa TRIM.

Hemos de comentar algunos aspectos
observados:
- Chioglossa lusitanica: Sigue con una

tendencia INCIERTA, sin aumentos ni

descensos significativos. Esto es una buena

noticia, porque significa que las
poblaciones de esta especie, muy fragil por
su escasez y por estar muy ligada a medios
concretos, no han sufrido impactos
notables en estos afios. Seria interesante
realizar una busqueda dirigida,
seleccionando con ayuda de un GIS areas

de la vertiente norte de Picos con roca

base 4cida y por debajo de wuna
determinada  altitud, para intentar
determinar la distribucién de Chiglossa a
una escala de cuadricula UTM de 1x1 km
en las zonas bajas del Parque y zonas
colindantes al limite. Se podria solicitar la
ayuda de voluntarios de la Asociacion
Herpetoldgica Espafiola para realizar estas
blusquedas. Los meses mas apropiados

serian de mayo a octubre.

Salamandra salamandra: WMantiene su
tendencia INCIERTA, sin aumentos ni

descensos significativos.
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Mesotriton alpestris: Llama la atencion
una cierta tendencia de aumento en varias
localidades, incluidas Lloroza y el Lago de
Andara, donde tenemos confirmada la
presencia de ranavirus.

En el caso concreto de Lloroza, obtenemos
una tendencia de FUERTE AUMENTO, que
no sabemos si es artificio del analisis, si
puede tratarse de una ventaja competitiva
por el desplome del sapo partero en el lago
u otras causas.

Deberiamos incluir como punto de
seguimiento del triton alpino el Lago
Ercina, donde se sospecha que sus
efectivos han disminuido notablemente en
los ultimos 20 afos. La presencia de
ranavirus esta confirmada en el lago y
también la predaciéon por parte de
cangrejos, aunque esto ultimo no estd

cuantificado.

Lissotriton helveticus: Se mantiene en
todas las localidades, pero llama Ia
atencién la tendencia de declive agudo
observada en La Glelga. Seria interesante
mejorar el seguimiento en este punto
regularizando las visitas cada 10 dias y
analizar muestras para confirmar si el
ranavirus también esta presente alli. Seria
también atil la  construccién de un
pequefio vallado que impida que las vacas

se metan en la poza de mayor tamafio.

Triturus marmoratus: En cuanto al tritén
jaspeado, se observan tendencias inciertas
o de aumento en todos los puntos excepto
en la Charca del Corvera, donde se aprecia
una tendencia de Declive Agudo.

En esta localidad habria que mejorar el
seguimiento, adelantandolo en el tiempo
cuando el afio sea calido y vigilando el
enclave ya desde el mes de marzo. Igual
que en el caso de La Glielga, es importante
regularizar las visitas cada 10 dias.

Seria interesante buscar mas puntos de

presencia de tritdn jaspeado en la zona del

Fig. 5. Larva de triton alpino en la laguna de Moiietas.

Puede que la charca deje de ser un habitat
adecuado para el tritdn jaspeado por falta
de agua, por competencia con otras
especies o por cualquier otra causa y que
hayan migrado para hacer su reproduccién

a otro punto cercano.

Alytes obstetricans: El caso del sapo
partero comun es preocupante ya que a
excepcion del Llago Bajero, donde se
observa un aumento moderado, en las
localidades afectadas por la rama del
ranavirus CMTV (Price et al, 2014) que son
Lloroza y Mofietas, se encuentra en
situacién de DECLIVE AGUDO.

Es de destacar que en Andara, afectada por
la rama FV3 del ranavirus (Price et al,
2014), la especie no parece estar tan
afectada, ya que presenta buenas
abundancias (maximo de 1650 larvas en
2014).

El sapo partero parece la especie mas
afectada por los ranavirus, siendo también
la que tiene un periodo larvario (acuatico)
mas dilatado. Existen muchas otras
localidades en el Parque con presencia de
Alytes y en los que no se han detectado
mortalidades.

¢Qué medidas podrian tomarse en las
localidades afectadas por ranavirus del tipo
CMTV, para evitar la desaparicién en las
mismas de las poblaciones de sapo
partero? ¢Cuanto tardaran en desaparecer
las poblaciones? ¢Es probable que se
recolonicen a partir de otras poblaciones

cercanas? ¢Serfa de alguna utilidad el
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reforzamiento de las poblaciones? ¢Seria
de utilidad recoger datos para elaborar un
modelo de viabilidad de las poblaciones
(PVA)? Se discuten las medidas que se han
considerado mds oportunas en el siguiente

apartado del informe.

Bufo bufo: El caso de Bufo bufo también
resulta preocupante puesto que en las tres
localidades donde se hace seguimiento de
esta especie, la tendencia es de Declive
Agudo.

En el lago Ercina tenemos constancia de la
presencia de ranavirus. Seria necesario
analizar muestras también de la Carretera
de los Lagos y de la Carretera Ponton-Oseja
para determinar si la infeccion por
ranavirus también estd presente en estos
puntos.

En el caso concreto del Lago Ercina se
proponen una serie de medidas en el
siguiente apartado del informe, que
pueden contribuir a  mejorar las
condiciones de los anfibios en el Lago y a
limitar el contagio de la enfermedad a
otras areas.

Seria necesario comprobar cual pueda ser
la distribucidn real de la enfermedad, para
valorar su afecciéon al conjunto de la

especie en la zona.

Rana iberica: Con respecto a esta especie,
en las dos localidades en las que se efectia
seguimiento, la tendencia observada es de
FUERTE AUMENTO.

Si limitamos el analisis a los afios de 2010
en adelante, la tendencia resulta INCIERTA.
Parece que resulta mas prudente descartar
los primeros tres afios de datos, ya que se
trata de una especie de dificil deteccién. La
experiencia acumulada de los
observadores ha ido mejorando
sensiblemente los resultados  del

seguimiento.

Comeya.

ecto a esta especie tan escasa, al igual que
con Chioglossa lusitanica, seria interesante
realizar una blusqueda dirigida,
seleccionando con ayuda de un GIS areas
de la vertiente norte de Picos con roca
base 4cida y por debajo de wuna
determinada  altitud, para intentar
determinar su distribucién a una escala de
cuadricula UTM de 1x1 km en las zonas
bajas del Parque y zonas colindantes al
limite. Se podria solicitar la ayuda de
voluntarios de la Asociacidon Herpetoldgica
Espafiola para realizar estas busquedas.
Los meses mas apropiados serian de mayo
a octubre. Las busquedas pueden ser
conjuntas para Chioglossa lusitanica vy
Rana iberica, que parecen compartir

hébitat en nuestra region.

Rana temporaria: En esta especie parece
no haber tendencias preocupantes. Todas
las localidades presentan una tendencia de
FUERTE AUMENTO, excepto Pandecarmen,
con tendencia INCIERTA.
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RANAVIRUS EN EL PARQUE NACIONAL DE LOS PICOS DE EUROPA: ESTADO DE LA CUESTION

En noviembre de 2014, se ha publicado el
articulo “Collapse of amphibian communities due to
an introduced Ranavirus” en la revista Current
Biology (Price et al. Collapse of amphibian
communities due to an introduced Ranavirus,
Current Biology (2014),
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2014.09.028). El

articulo utiliza como datos de base los recogidos en
el Parque Nacional desde 2005 y especialmente
desde que se puso en marcha el seguimiento de
anfibios en 2007.

El autor principal es Stephen J. Price
(Institute of Zoology, Zoological Society of London)
que realizo trabajo de campo en Picos, llevé a cabo
los analisis moleculares vy filogenéticos y preparo el
manuscrito. Trenton W.J. Garner (Zoological Society
of London), prepard junto con Stephen J. Price el
manuscrito. Richard A. Nichols (School of Biological
and Chemical Sciences, Queen Mary University of
London) y Francgois Balloux (UCL Genetics Institute,
Unviersity College London), asesoraron en cuanto a
los analisis filogenéticos y su interpretacion. César
Ayres (Asociacién Herpetoldgica Espafiola) llevd a
cabo el trabajo de campo y la organizacion de los
datos en Galicia. Amparo Mora (Parque Nacional
Picos de Europa) realizd trabajos de campo vy
coordind la recogida de datos en el Parque Nacional
Picos de Europa. Jaime Bosch (Museo Nacional
Ciencias Naturales), llevé a cabo trabajos de campo
en Picos de Europa y analizé el conjunto de los datos
sobre poblaciones de Galicia y Picos de Europa. El
manuscrito fue editado por todos los autores.

Current Biology es una revista de
divulgacién cientifica general de alto impacto. La
publicacién implica que la informacién que se aporta
es de interés para toda la comunidad cientifica y no
sélo para ecdlogos o especialistas en medio

ambiente. Ademds, es la primera vez que se

documenta un caso de un patégeno emergente que
afecta a toda la comunidad y no sélo a especies
puntuales. Es decir, que tiene la capacidad de evadir
la inmunidad en nuevos hospedadores multiples y
diversos.

La publicacidn ha tenido un gran impacto
global, habiéndose difundido ampliamente por los
medios de comunicacion principales (prensa, radio y
television) y en las redes sociales, apareciendo por
ejemplo en BBC News, New Scientist, El Pais, Science
y Examiner.com. A nivel nacional, se han publicado
articulos en El Pais y en La Vanguardia y una resefia
en la revista Quercus; y a nivel local, articulos de
prensa en La Nueva Espafia y El Comercio.

La puntuacion alcanzada en el Altmetric Score (que
mide la cantidad y calidad de la atencidén online
recibida por el articulo) ha sido de 169, lo cual ha
situado al articulo en el top del 5% de los articulos
que han recibido mayor atencién entre todos los
articulos publicados en distintas revistas (2.722.833
articulos). La mediciéon se realizé a fecha 3 de
noviembre, cuando se citd por Ultima vez al articulo.
Comparado con el resto de articulos publicados por
Current Biology, el articulo ha obtenido muy buena
puntuacion, situandose por encima del 97% de los

articulos.
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Se incluye como Anexo Il una copia del
articulo y una traduccion del resumen.

En cuanto al contenido que el articulo nos
aporta como datos para la gestion, se confirma la
presencia de ranavirus en el Parque, mediante
analisis moleculares, en cuatro localidades: Aliva,
Ercina, Lloroza y Morietas. Durante los seguimientos
anuales, se han encontrado individuos muertos o
moribundos adultos, juveniles o larvas de las seis
especies de anfibios presentes en estas localidades
(Bufo bufo, Alytes obstetricans, Mesotriton alpestris,
Rana temporaria, Lissotriton helveticus y Salamandra
salamandra). Los animales enfermos y muertos
presentaban lesiones en la piel, hemorragias
internas y necrosis severa de los miembros, todos
signos tipicos de una ranavirosis letal.

También se analizé la posible presencia de
Batrachochytrium  dendrobatidis,  un hongo
patdgeno, en ocho localidades del Parque Nacional.
Resulté estar presente en dos de ellas: La Gielga,
donde no se ha observado enfermedad ni mortalidad
y que resulté negativo para ranavirus y; la balsa
artificial de Aliva en 2005 en baja prevalencia.

La amplificacion de una suite de loci de
ranavirus de tres de las especies hospedadoras
muestreadas en el Parque Nacional permitié realizar
un analisis de los tipos de ranavirus presentes y sus
relaciones filogenéticas. Todos ellos estaban
relacionados o eran casi idénticos al genoma del
CMTV (Common Midwife Toad Virus), que habia sido
enfermo

originalmente aislado de un animal

muestreado en 2008 en el PNPE. Las muestras
procedentes de Aliva y Mofietas eran casi idénticas
al virus aislado en 2008 (que se aislé en esa zona).
Las muestras procedentes del lago de Andara
resultaron pertenecer a un clado hermano del CMTV,
el FV3 (frog virus 3). Los ranavirus del tipo FV3 sélo
han sido relacionados con descensos en las
poblaciones en poblaciones de Rana temporaria del
Reino Unido, pareciendo que no pudieran afectar
significativamente a otras especies nativas.
Efectivamente, en Andara causaron morbilidad sin
lesiones en Alytes obstetricans, pero sin evidencias
de mortalidades en masa o de declives de la

poblacion.

Evolucidn de las poblaciones en el tiempo
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Fig. 7. En rojo, las localidades afectadas por ranavirus
en el P.N. Marcadas con un hexdgono las especies
afectadas.

CMTV_ALIVA

CMTV_ALIVA

ADRV

Natrix maura

Hosts

Fig. 8. Arbol filogenético resultante del andlisis de
muestras de individuos afectados por ranavirus en el
P.N. Picos de Europa.

Las poblaciones de especies hospedadoras
en comunidades con ranavirosis en el PNPE han
experimentado declives estadisticamente
significativos y persistentes. Los primeros registros
de mortalidad en masa y ranavirosis en la region
corresponden a la balsa artificial de Aliva en 2005y a
una zona encharcada al lado de la pista en las Minas
de Aliva, ambos muestreados en 2005.

La especie mas afectada ha sido el sapo
partero comun, Alytes obstetricans. Los tritones
alpinos y los también han

Sapos comunes
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experimentado descensos significativos en las
localidades infectadas.

Se sabe que la infeccidn y la frecuencia de
la enfermedad disminuyen cuando aumenta la
riqueza  especifica de la comunidad de
hospedadores. Esto es asi porque las comunidades
de hospedadores diversas presentan un rango de
barreras a la infeccion, y porque son raras las
estrategias universales de los

patégenos para

superar las barreras de los hospedadores.
Consecuentemente con lo anterior, los patdgenos
tipicamente exhiben una variacion significativa en su
habilidad para infectar y causar enfermedad entre
diferentes  especies hospedadoras y deben
evolucionar nuevos rasgos para poder explotar un
abanico mas amplio de hospedadores. Es por tanto
inusual para un patégeno emergente explotar un
amplio rango de hospedadores y extremadamente
raro para especies hospedadoras multiples, el sufrir
mortalidad en masa a la vez y declives cuando la
infeccion emerge, que es lo que esta ocurriendo en
el PNPE.

En los lugares afectados por ranavirus del
tipo CMTV estan ocurriendo declives de las
poblaciones de Alytes obstetricans y de Bufo bufo sin
sefales de recuperacion después de seis afios y en
algunas localidades, las poblaciones estédn al borde
de la extincidn. Estas pequefias poblaciones relictas
que han sufrido declives, son muy vulnerables a
eventos estocasticos.

Este mismo patrén sin recuperacidon ha

sido observado en las poblaciones de Rana
temporaria que experimentan una ranavirosis
persistente en el Reino Unido, donde se

mantuvieron descensos del 83% de las poblaciones
de rana hospedadoras durante varias generaciones
(Teacher et al, 2010). La seleccién que imponen las
altas tasas de mortalidad a causa de los ranavirus
sobre las poblaciones hospedadoras, se supone que
favorecera los genotipos capaces de resistir o de
tolerar la infeccion. Las poblaciones de rana del
Reino Unido afectadas por ranavirus exhiben la
huella genética de una seleccidn direccional en loci
inmunocompetentes (Teacher et al, 2009 y 2010).
Sin embargo, esta seleccion genética no se ha

acompaniado de una recuperacion demografica.

Evolucidn de las poblaciones en el tiempo

12

En el siguiente apartado del informe se
proponen medidas para, en la medida de lo posible,
paliar el efecto de los ranavirus sobre las poblaciones
de anfibios del Parque y para limitar su contagio por

via humana a otras localidades.
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MEDIDAS DE MITIGACION DE LOS EFECTOS DE LOS RANAVIRUS SOBRE LAS ESPECIES AFECTADAS

Han transcurrido casi diez afios desde que
se observo la primera mortalidad en masa de
anfibios en el Parque Nacional, que posteriormente
se ha confirmado como una ranavirosis mediante
andlisis moleculares. En estos diez afios de trabajo se
ha puesto en marcha un plan de seguimiento de los
anfibios en el Parque Nacional, se ha determinado la
distribucién en cuadriculas UTM de 1x1 km de las
distintas especies y se ha seguido la evolucidon de la
enfermedad en las localidades infectadas. Una vez
que se ha constatado el descenso acusado de ciertas
poblaciones, rozando casi la extincion y se ha
relacionado directamente con la afeccion por
procede tomar medidas activas que

ranavirus,

mitiguen el efecto de los mismos, eviten los
contagios a otras localidades en la medida de lo
posible e intenten mantener las poblaciones
afectadas en el tiempo con objeto de: dar lugar al
desarrollo de la inmunidad natural contra esta
enfermedad en las poblaciones y de, dar tiempo a la
investigacion y el desarrollo de nuevas medidas de

mitigacion hoy por hoy no testadas.

A continuacion se proponen las medidas que se
consideran mas adecuadas, una justificacion de las

mismas y su presupuesto estimado:

MEDIDA 1. ANALISIS DE LA DIVERGENCIA GENETICA ENTRE
POBLACIONES DE ALYTES OBSTETRICANS, SAPO PARTERO
COMUN, EN EL PARQUE NACIONAL.

Justificacién: Tras la realizacion con el programa Stella
10.0.6 analisis dinamico de

viabilidad de

(utilizado para el

sistemas) de un modelo basico de

poblacion del sapo partero en la localidad de

Mofietas (se afiade Anexo lll sobre el disefio del
modelo, sus ecuaciones y ensayos), partiendo de
valores observados (N2 larvas en 2014: 400 aprox.) o
bibliografia (N2

extraidos de la medio

huevos/puesta: 65, 1 puesta anual, edad estimada
para los adultos: 7 afios, afios de estadio juvenil: 2) y
mortalidades estimadas (25% huevos, 90% larvas,
40% 20% obtenemos un

juveniles, adultos),

desplome de la poblacion en aprox. 6 afos,
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quedando en niveles muy bajos, cercanos a la
extincidn, es decir, el caso que observamos hoy en
dia en la realidad.

Si en el mismo modelo, incluimos una
introduccion de 100 adultos al afio (lo logico es
introducir adultos, ya que éstos son mucho menos
sensibles al ranavirus que las larvas), la poblacién se
estabiliza a los 7 afios pero con 700 adultos, 21000
juveniles y 19000 larvas, unas cifras muy aceptables.
Lo importante a retener del modelo no son las cifras
exactas, sino las tendencias que se observan. La
dindmica de la poblacion puede resistir hasta un 90%
de mortalidad de las larvas a causa de |la

enfermedad, si somos capaces de reponer
parcialmente el stock de adultos cada afio. Esto seria
viable retranslocando adultos de Alytes de otras
localidades del Parque no infectadas por el virus.
Pero el paso previo a cualquier retranslocacion es un
estudio de las diferencias genéticas que existen
entre poblaciones para determinar la conveniencia
de unir determinados nucleos de poblacidn con
otros. El planteamiento ldgico seria analizar el
parentesco entre las localidades infectadas y las mas

préximas geograficamente.

Presupuesto: Se calcula que deberian analizarse unas
25 poblaciones y de cada una de ellas extraer 20
muestras. De cada muestra se analizan una serie de
microsatélites. Se estiman necesarios unos 3 analisis
por muestra, siendo el coste de cada andlisis de unos
12 €. En total, los gastos a ascenderian a 18.000 € de
costes de laboratorio, mas el gasto de personal,
otros gastos indirectos e impuestos, llegariamos a la

cantidad maxima de un contrato menor, 24.000 €.

MEDIDA 2. INSTALACION DE UNA SENDA PERIFERICA
ACOTADA EN EL LAGO ERCINA.

Justificacién: Esta medida pretende evitar que el gran
flujo de turistas que pasean alrededor del Lago
Ercina, puedan contribuir a expandir el ranavirus
entre localidades. El contagio a través del sedimento
que queda retenido en los zapatos tiene bajas

probabilidades, pero existe. Hay un gran numero de
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Fig. 9. En negro, el posible trazado de la senda
acotada alrededor del Lago Ercina.

turistas que visitan los Lagos y en dias posteriores se
mueven hasta la localidad de Fuente Dé y suben en
el teleférico, o hasta otras localidades. Se trata de
evitar que los turistas se acerquen a la orilla y al
sedimento humedo.

Ademas de impedir contagios de ranavirus, la
medida contribuira a evitar en un gran porcentaje la
erosion de las orillas del lago, que contribuye a su
eutrofizacién.

Esta medida, que facilitaria el paseo
alrededor del lago Ercina, trazando un recorrido
definido y libre de obstaculos (se propone la
instalacion de pequefas pasarelas en los puntos del
recorrido que estan siempre inundados) junto con la
instalacién de carteles informativos, de puntos de
observacién y la realizacion de una campafia
divulgativa sobre los valores ecolégicos de los Lagos,
puede contribuir a mejorar de un modo sustancial la
calidad de la visita.

Hay que recordar que los lagos de
Covadonga son uno de los principales atractivos
turisticos de la regidn, que se recibieron en ellos mas
de medio milldn de visitantes en 2013 (577.331
visitantes) y que los dias punta de agosto con el
maximo de visitantes pueden acumular un flujo de
hasta mas de 3.000 personas al dia. Por tanto, las

medidas que se focalicen en esta localidad tendran

Evolucidn de las poblaciones en el tiempo
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un gran impacto de cara al publico y al negocio
turistico, que hay que valorar, intentando aunar
criterios de conservacidn con criterios de mejora de

la calidad turistica.

Presupuesto: Se trataria de sefializar o marcar la
senda alrededor del Lago Ercina, en un recorrido
alejado unos 15 metros de la orilla, que tendria una
longitud total aproximada de 1985 m. Se propone
marcar con pequenas estacas que asomen del suelo
unos 30 cm y se coloquen a cada lado de la senda
cada 1,5 metros (2.647 postes 50cm). Ademds haria
falta desbrozar en la orilla NE el paso a través de
unos 200 m de tojo (Ulex sp.) e instalar tres
pequefias pasarelas de 3 m maximo sobre tres
puntos en concreto donde no es posible pasar sin
pisar zonas encharcadas. Se estima un presupuesto

aproximado de unos 35.000 € para esta medida.

MEDIDA 3. ESTUDIO LIMNOLOGICO DE LOS MEDIOS
AFECTADOS POR RANAVIRUS.

Justificacién: En los lagos y lagunas afectados por
ranavirus, se estdn dando procesos acusados de
cambios en el ecosistema. Estan desapareciendo casi
por completo las larvas de sapo partero, que se
alimentan de materia

carrofa, vegetal e

invertebrados acuaticos y que, a su vez, son
consumidas por larvas de libélula, adultos y larvas de
anfibios y escarabajos acudticos. Estas alteraciones
en la cadena tréfica junto con los posibles cambios a
largo plazo debidos al calentamiento climatico, son
dignos de seguir en el tiempo mediante una serie de
parametros limnoldgicos: hidrologia y tasa de
renovacion, transparencia del agua, temperatura del
agua, cubierta de hielo invernal, oxigeno disuelto,
iones mayoritarios, conductividad, alcalinidad y pH,
nutrientes, clorofila a, biota (bacterias, fitoplancton,
fitobentos, zooplancton, zoobentos, macrofitos,
invertebrados).

Se plantea la contratacidn de una asistencia externa
de cardcter

cientifico que disefie el tipo de

seguimiento limnoldgico adecuado a nuestra

problematica y nuestros medios y que lo ponga en

marcha durante una temporada, posibilitando que
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se contintie en el futuro con medios propios del

Parque Nacional.

Presupuesto: Se plantea un gasto inicial de unos
10.000 € para el disefio y puesta en marcha de esta

medida.

MEDIDA 4. INSTALACION DE SENALES DISUASORIAS EN
LOS LUGARES AFECTADOS POR LA ENFERMEDAD PARA
PREVENIR EL CONTAGIO ENTRE ANFIBIOS DE DISTINTAS
LOCALIDADES.

Justificacién: Las localidades actualmente afectadas
por ranavirus tienen una alta frecuencia de visitas
por parte de turistas y montafieros que pasean por
sus orillas y en ocasiones incluso se bafian. La
instalacién de pequefios carteles disuasorios de
tocar el agua y acercarse a las orillas tiene como
objetivo intentar disminuir las probabilidades de
contagiar el ranavirus a otras localidades y por otro
lado, prevenir la contaminacién de las aguas con
bronceadores, detergentes u otros.

Se propone el siguiente texto: “Lago afectado por
ranavirus. Por favor, no pisar las orillas ni tocar el
podria propiciarse el

agua, contagio de otros

”

anfibios. Gracias por su colaboracién.” Se podria
incluir un enlace a la web de Parques Nacionales

donde ampliar la informacién del cartel.

Presupuesto: Se calcula un presupuesto de unos 500 €
para 10 carteles impresos en vinilo sobre placa de
aluminio de 60x40 cm. La instalacién de los carteles

puede hacerse con personal propio.

MEDIDA 5. ESTUDIO DE LAS DENSIDADES DEL CANGREJO
EN EL LAGO ERCINA Y ANALISIS DE SU IMPACTO SOBRE
LAS COMUNIDADES DE ANFIBIOS. ANALISIS DE SU POSIBLE
PAPEL COMO VECTOR DE RANAVIRUS.

Justificacion: El cangrejo de rio autdctono
(Austropotamobius pallipes) fue introducido en el
Lago Enol en el afio 1919, hace 95 afios. Por tanto, a
pesar de su nombre comun, no forma parte de la
comunidad natural del ecosistema de los Lagos sino
que es introducida. En 1999,

una especie

desaparecio del lago Enol y de la Vega de Comeya,

Evolucién de las poblaciones en el tiempo
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Fig. 10. Cangrejos de rio autdéctono (Austropotamobius
pallipes) en Orandi.

donde el lago vierte sus aguas. Se achaca esta
desaparicién a la afanomicosis, aunque en analisis
posteriores del agua, no se detectd el hongo.

Se sospecha que existen altas densidades de
cangrejo en el Lago Ercina por las amputaciones
observadas en numerosos individuos de distintas
especies de anfibios. Asimismo, se sospecha que se
ha producido una disminucién del numero de
tritones alpinos en el Lago, que se observaban con
mayor facilidad hace algunos afios.

También es posible que el cangrejo esté actuando
como vector del ranavirus en el Lago Ercina,
contribuyendo de este modo a amplificar el efecto
de la enfermedad.

Por todas estas causas, conviene estimar la densidad
de cangrejo en el lago Ercina y su afeccién sobre los
anfibios, de cara a elaborar un plan de translocacidn
de los ejemplares a otras localidades o de control de

sus densidades.

Presupuesto: Se plantea un gasto inicial de 8.000 €
para contratar una asistencia técnica que realice una
serie de campaias en el lago Ercina de muestreo
mediante nasas y una serie de analisis de laboratorio
para testar la presencia de ranavirus en ejemplares

de cangrejo.

MEDIDA 6. CAMPANA DE INFORMACION AL PUBLICO
SOBRE RANAVIRUS EN EL PARQUE NACIONAL.
considera

Justificacion:  Se imprescindible la

implicacién del publico en estas medidas de

mitigacion del ranavirus, ya que afectan a localidades
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con un alto numero de visitas. Asimismo, el reporte
de informacién sobre anfibios con sintomas de la
enfermedad por parte de turistas, montafieros,
naturalistas, etc., puede resultar muy valioso para
localizar nuevos focos de infeccidn.

Se propone elaborar un paquete de informacion
sencilla para colgar en la pagina web de Parques
Nacionales, la elaboracién e impresion de un folleto-
guia interpretativo de visita del Lago Ercina,
elaboracién de un panel sobre el ecosistema del lago

Ercina a colocar sobre el soporte existente en la orilla

Evolucidn de las poblaciones en el tiempo

NE del lago y la elaboracién e impresién de un folleto

y un poéster sobre anfibios y enfermedades

emergentes en el Parque Nacional.

Presupuesto: Se estima un presupuesto de unos 1300
€ para el conjunto de las medidas de informacién al
publico, contando con que la elaboracion de los
contenidos de folletos, carteles y panel asi como la

colocacion del panel, se hagan con medios propios.

Se resume a continuacién en una sola tabla el conjunto de las medidas propuestas para la mitigacion de

los ranavirus y su presupuesto:

MEDIDAS PROPUESTAS PARA MITIGACION RANAVIRUS — P.N. PICOS DE EUROPA

Ne MEDIDA PRESUPUESTO ESTIMADO (€)

1 Anadlisis de la divergencia genética entre poblaciones de Alytes obstetricans, sapo | 24.000
partero comun, en el Parque Nacional.

2 Instalacion de senda periférica acotada en el Lago Ercina. 32.855,87

3 Estudio limnoldgico de los medios afectados por ranavirus. 10.000

4 Instalacion de sefiales disuasorias en los lugares afectados por la enfermedad para | 484,73
prevenir el contagio entre anfibios de distintas localidades.

5 Estudio de las densidades del cangrejo en el Lago Ercina y analisis de su impacto sobre | 8.000
las comunidades de anfibios. Analisis de su posible papel como vector de ranavirus.

6 Campafia de informacion al publico sobre ranavirus en el Parque Nacional. 1.211,40

Presupuesto TOTAL | 76.552 €
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IMODIFICACIONES PARA EL SEGUIMIENTO 2015

De cara al seguimiento de 2015, planteamos las

siguientes medidas preventivas:

Desinfectar cuidadosamente el material
(mangas y cubos) con lejia al 3% y secar al
sol después de los muestreos en cada

localidad, con objeto de evitar infecciones.

Desinfeccion de botas antes de bajar del
coche y antes de abandonar la localidad de
muestreo con lejia al 5%, con objeto de

evitar contagios de las infecciones.

Retirar todos los individuos que se
encuentren muertos de las masas de agua.
Se conservaran los individuos en alcohol de
702 para su analisis posterior si fuera
necesario. Esta medida tiene como objeto

disminuir las fuentes de infeccién.

En cuanto a la metodologia de los muestreos y

el reporte

de datos, se propone:

La recogida de datos en campo, en la ficha

en papel como siempre y después

digitalizarlos mediante la aplicacion
ZamiaDroid para smartphones (opcion
voluntaria puesto que no disponemos de
smartphones que no sean los nuestros

personales) para la que se ha elaborado un

17

proyecto sencillo de introduccién de datos.
Esta aplicacion permite el envio por sms
de los resultados de un modo inmediato,
solo hay que dedicar menos de 5 minutos a
pasar los datos de papel al formulario de
ZamiaDroid en el teléfono y enviarlos por
email. Se hara disponible también una hoja
de Excel para el volcado de datos, que se
distribuirda al personal administrativo en
cada oficina para la digitalizacién de los
datos. El objetivo es que podamos ir
contrastando los datos a medida que los
generamos y que al finalizar la temporada,
el proceso de digitalizacion  esté

completado y no nos consuma tiempo.

Los muestreos se ajustaran al calendario
que se adjunta como Anexo IV. Una vez
que comience la actividad de la especie a
seguir, se realizardn muestreos cada 10
dias ajustados al calendario hasta que se
haya constatado una disminucion de la

abundancia durante 2 visitas consecutivas.

En el caso de las localidades afectadas por
ranavirus, se realizard una ultima visita a
finales de septiembre, para comprobar
cuantas larvas de sapo partero quedan en

el agua susceptibles de invernar.
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ANEXO I: ARCHIVOS TRIM PARA EL ANALISIS TENDENCIAS ANFIBIOS
(2007-2014)




CHIOGLOSSA LUSITANICA (adultos + juveniles)

Cod_local Aiio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 0 1 1 1 1
1 2008 0 3 2 1 2
1 2009 11 5 2 1 2
1 2010 0 5 3 1 2
1 2011 1 3 1 1 1
1 2012 0 3 2 1 1
1 2013 0 2 2 1 2
1 2014 0 3
2 2007 1 1 1 1 1
2 2008 1 4 2 2 1
2 2009 6 5 2 1 1
2 2010 7 9 1 1 1
2 2011 5 5 1 1 1
2 2012 5 2 2 1 2
2 2013 5 2 1 2 1
2 2014 2 3 2 1 1

1= Riega la Guxana

2= Cueva Covadonga




N2 individuos
Chioglossa lusitanica
Riega La Guxana
Tendencia TRIM: Quitando 2007 y
2009, INCIERTA
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SALAMANDRA SALAMANDRA (adultos + juveniles + larvas)

Cod_local Aiio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 6 7 2 1 1
1 2008 72 4 2 2 1
1 2009 0 2 2 1 1
1 2010 37 2 2 1 1
1 2011 15 4 2 1 1
1 2012 No se hizo
1 2013 35 5 1 2 2
1 2014 28 2 2 1 1
2 2007 9 6 1 1 1
2 2008 18 8 2 1 1
2 2009 0 3 2 1 1
2 2010 5 4 1 1 1
2 2011 9 7 3 1 1
2 2012 1 4 2 1 1
2 2013 3 9 2 1 1
P 2014 1 7 3 1 1
5 2007 22 6 1 1 1
5 2008 35 11 2 2 1
5 2009 35 8 2 1 1
5 2010 23 3 1 2 1
5 2011 41 5 2 2 1
5 2012 101 3 2 1 2
5 2013 116 7 2 1 2
5 2014 21 2 1 2 1

1= Orandi-Covadonga = (a partir de 2010) Recta umbria después Giieyos del Reinazo
5= Ctra. Pont6n-Oseja

2= Pozu Llau




N2 individuos
Salamandra salamandra

Ctra. Lagos
Tendencia TRIM: INCIERTA
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MESOTRITON ALPESTRIS (adultos en fase acuatica)

Cod_local Aiio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 350 3 1 1 1
1 2008 136 3 3 1 1
1 2009 374 7 2 1 2
1 2010 268 4 2 1 1
1 2011 450 9 2 1 2
1 2012 580 7 1 1 1
1 2013 255 7 2 1 2
1 2014 397 5 2 1 1
2 2007 12 3 1 1 1
2 2008 8 3 2 2 1
2 2009 17 4 2 1 1
2 2010 13 4 2 1 1
2 2011 20 4 2 2 1
2 2012 18 4 2 1 1
2 2013 8 4 1 1 1
2 2014 17 5 2 1 2
3 2007 25 5 1 1 1
3 2008 20 4 1 1 2
3 2009 57 5 2 2 1
3 2010 13 3 2 1 1
3 2011 43 6 2 1 2
3 2012 12 7 2 1 1
3 2013 35 8 1 1
3 2014 65 6 2 1 1
4 2007 5 2 1 1 1
4 2008 4 1 2 1 2
4 2009 5 5 2 1 3
4 2010 1 3 2 1 3
4 2011 5 5 2 1 2
4 2012 5 4 3 1 3
4 2013 3 6 2 1
4 2014 1 4 2 1 2
5 2007 7 1 1 1 1
5 2008 2 4 3 1 2
5 2009 15 3 2 1 2
5 2010 3 2 2 1 2
5 2011 1 2 2 1 2
5 2012 5 2 3 1 1
5 2013 2 1 2 1 1
5 2014 0 5 2 1 2
6 2007 22 1 1 1 1
6 2008 93 5 2 1 2
6 2009 95 5 2 1 1
6 2010 177 4 2 1 2
6 2011 136 7 1 1 2




6 2013 145 6 2 1 3
6 2014 120 5 1 2
7 2007 56 1 1 1 1
7 2008 374 5 2 1 2
7 2009 162 4 2 2 1
7 2010 137 2 2 2 1
7 2011 106 6 3 1 2
7 2012 129 3 2 2 1
7 2013 147 7 3 1 1
7 2014 158 5 2 2 1
8 2007 207 2 1 1 1
8 2008 100 4 1 1 1
8 2009 70 5 1 1 1
8 2010 189 6 1 1 1
8 2011 149 6 1 1 1
8 2012 185 6 1 1 1
8 2013 97 8 3 1 1
8 2014 77 7 2 1 1
9 2014 7 5 2 1 3
1= Llago Bajero 3= Lago Andara 5=La Giielga 7=Pozo Moiietas

2=Vau los Lobos

9=Lago Ercina

4= Charca Pontén

6= Charcas Cable

8=Lloroza




N2 adultos
Mesotriton alpestris
Llago Bajero
Tendencia TRIM: FUERTE...
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Vau los Lobos
Tendencia TRIM: AUMENTO...

40

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

N2 adultos
Mesotriton alpestris
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LISSOTRITON HELVETICUS (adultos en fase acuatica)

Cod_local Afio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 93 3 1 1 1
1 2008 66 3 1 1 1
1 2009 100 4 2 1 1
1 2010 80 4 2 1 1
1 2011 178 4 2 2 1
1 2012 151 4 3 1 2
1 2013 76 4 2 1 1
1 2014 75 5 2 1 1
2 2007 239 3 1 1 1
2 2008 109 1 2 1 2
2 2009 168 5 2 1 3
2 2010 82 5 1 2 2
2 2011 133 5 2 1 2
2 2012 165 5 3 1 3
2 2013 72 6 2 1 2
2 2014 67 4 2 2 3
3 2007 120 3 1 1 1
3 2008 121 4 2 2 2
3 2009 120 3 2 1 2
3 2010 74 2 3 1 1
3 2011 60 2 2 1 2
3 2012 37 2 3 1 1
3 2013 25 1 2 1 1
3 2014 30 5 2 1 2
4 2007 10 1 1 1 1
4 2008 32 5 2 1 2
4 2009 14 5 1 1 1
4 2010 29 2 2 1 2
4 2011 37 7 1 1 2
4 2012 19 5 1 1 1
4 2013 62 7 2 1 3
4 2014 44 6 2 1 2

1= Vau los Lobos 3= La Giielga

2= Charca Pontdn 4= Charcas Cable




N2 adultos
Lissotriton helveticus
Vau los Lobos
Tendencia TRIM: INCIERTA

2007 2008 2009 201020112012 2013 2014

N2 adultos
Lissotriton helveticus
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TRITURUS MARMORATUS (adultos en fase acuatica)

Cod_local Afio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 1 1 1 2 1
1 2008 10 3 2 1 2
1 2009 5 1 1 1 1
1 2010 16 5 3 1 2
1 2011 16 3 2 1 1
1 2012 5 3 2 1 1
1 2013 11 4 3 1 1
1 2014 0 4 2 1 1
2 2007 7 1 1 1 1
2 2008 19 3 1 2 1
2 2009 36 1 2 1 1
2 2010 91 5 3 1 1
2 2011 49 3 2 1 1
2 2012 8 3 2 1 1
2 2013 26 4 3 1 1
2 2014 0 4 2 1 1
3 2007 17 3 1 1 1
3 2008 13 5 1 2 1
3 2009 5 5 2 1 1
3 2010 8 6 2 1 2
3 2011 3 6 1 2 1
3 2012 6 3 3 1 1
3 2013 7 4 1 2 1
3 2014 3 4 2 2 1
4 2007 6 1 1 1 1
4 2008 0 2 2 1 3
4 2009 5 2 1 1 2
4 2010 16 5 2 1 1
4 2011 9 4 2 2 3
4 2012 13 5 3 1 1
4 2013 13 5 2 1 2
4 2014 13 5 1 1 1
5 2007 18 1 1 1 1
5 2008 21 3 2 1 3
5 2009 22 2 2 1 1
5 2010 32 5 3 1 1
5 2011 33 4 2 2 1
5 2012 28 5 3 1 1
5 2013 51 5 2 1 2
5 2014 31 5 1 1 1

1= Embalse Enterrias 4= Pilon Colio-Los Pandos
2= Presa Tejera Dobarganes 5= Pildn Llés

3= Charca Corvera




N2 adultos
Triturus marmoratus
Embalse Enterrias
Tendencia TRIM: INCIERTA
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ALYTES OBSTETRICANS (larvas invernantes)

Cod_local Afio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 8250 4 1 1 1
1 2008 10800 3 3 1 1
1 2009 13300 7 1 1 1
1 2010 9200 4 2 1 2
1 2011 12200 9 2 1 2
1 2012 8700 7 3 1 2
1 2013 12000 6 3 1 2
1 2014 4693 5 2 1 3
2 2007 500 3 1 2 1
2 2008 1295 4 2 1 1
2 2009 425 5 2 1 1
2 2010 11 6 3 1 1
2 2011 40 6 2 1 1
2 2012 9 6 3 1 1
2 2013 753 8 3 1 1
2 2014 97 7 2 1 1
3 2007 3700 2 1 1 1
3 2008 10000 5 2 1 2
3 2009 4000 4 2 2 1
3 2010 4120 2 2 2 1
3 2011 11 6 1 1 1
3 2012 206 3 2 2 1
3 2013 383 7 2 2 1
3 2014 53 5 2 2 1
4 2007 3238 1 1 1 1
4 2008 609 8 2 1 1
4 2009 500 3 1 1 1
4 2010 655 5 2 1 1
4 2011 1760 7 3 1 1
4 2012 121 4 2 1 1
4 2013 390 9 3 1 1
4 2014 230 7 3 1 1
5 2013 0 6 2 1 1
5 2014 0 5 2 1 1
6 2013 300 8 1 1 1
6 2014 1650 7 1 1 1

1= Llago Bajero 3= Pozo Moiieta: 5= Lago Ercina

2= Lago superior Lloroza 4= Pozu Llau 6= Lago Andara




N2 larvas invernantes
Alytes obstetricans
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BUFO BUFO (adultos y puestas)

Cod_local Afio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 335 6 2 1 1
1 2008 111 7 1 1 1
1 2009 34 5 2 1 1
1 2010 29 4 2 1 1
1 2011 67 4 2 1 1
1 2012 No se hizo
1 2013 13 4 1 2 2
1 2014 17 2 1 1
2 2007 31 6 1 1 1
2 2008 19 11 2 2 1
2 2009 26 8 2 1 1
2 2010 11 4 1 2 1
2 2011 12 5 2 2 1
2 2012 35 3 2 1 2
2 2013 19 7 2 1 2
2 2014 5 2 1 2 2
3 2007 314 4 1 1 1
3 2008 169 5 1 1 2
3 2009 27 11 1 1 2
3 2010 56 5 1 1 1
3 2011 41 5 1 1 2
3 2012 54 9 2 1 1
3 2013 34 6 2 1 2
3 2014 34 5 2 1 1
4 2007 561 4 1 1 1
4 2008 34 5 1 1 1
4 2009 16 11 1 1 1
4 2010 10 5 1 1 1
4 2011 16 5 1 1 1
4 2012 20 9 1 1 1
4 2013 29 6 2 1 1
4 2014 31 5 2 1 1
5 2013 14 8 2 1 1
5 2014 3 2 2 1 1
6 2013 0 8 NO 1 2
6 2014 é?

7 2014 2 3 1 1 1
1= Ctra. Covadonga (adultos) 3= Lago Ercina (puestas)

2= Ctra. Ponton-Oseja (adultos) 4= Lago Ercina (adultos)
5= Lago superior Lloroza

6= Lago Andara

7= Ctra. Lagos




N¢ individuos Bufo bufo
Ctra.Covadonga
Tendencia TRIM: DECLIVE AGUDO
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RANA IBERICA (adultos + juveniles + larvas)

Cod_local Afio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 2 5 1 1 1
1 2008 5 3 2 1 1
1 2009 51 5 2 1 2
1 2010 362 5 2 1 1
1 2011 276 3 2 1 1
1 2012 47 3 1 1 2
1 2013 24 2 2 1 2
1 2014 105 3 2 1 2
2 2007 2 4 1 1 1
2 2008 3 5 2 1 1
2 2009 4 5 2 1 1
2 2010 33 5 3 1 2
2 2011 51 4 2 1 3
2 2012 259 4 3 1 2
2 2013 22 4 2 1 2
2 2014 92 6 2 1 2

1= Riega La Guxana

2= Riega Allende-Cabaiies
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RANA TEMPORARIA (puestas)

Cod_local Afio Abund_max N2_repet T2 Nub Viento
1 2007 0 1 1 1 1
1 2008 104 4 2 1 1
1 2009 300 3 1 1 2
1 2010 255 3 1 1 1
1 2011 500 5 1 1 1
1 2012 338 5 1 1 2
1 2013 226 4 2 1 3
1 2014 60 4 1 1 2
2 2007 771 1 1 1 1
2 2008 100 2 1 1 1
2 2009 350 4 1 1 1
2 2010 319 5 2 1 1
2 2011 330 5 2 1 3
2 2012 120 6 1 1 1
2 2013 168 6 1 1 2
2 2014 240 6 2 1 1
3 2007 67 1 1 1 1
3 2008 110 5 1 1 1
3 2009 90 5 2 1 1
3 2010 118 2 2 1 2
3 2011 198 4 2 1 2
3 2012 65 5 3 1 2
3 2013 53 6 1 1 1
3 2014 105 5 2 1 3
4 2007 136 1 1 1 1
4 2008 85 8 1 1 2
4 2009 75 3 1 1 1
4 2010 64 3 1 1 1
4 2011 41 5 1 1 1
4 2012 41 4 2 1 1
4 2013 182 9 2 1 1
4 2014 90 7 1 1 1
5 2013 14 6 2 1 1
5 2014 120 4 2 1 1
6 2013 1 8 - 1 2
6 2014 2 1 1 1 2

1= Charca Rasa Pandecarmen 3= Charcas Valle Cable 5=Lago Ercina

2= Charca Vega Salambre 4= Pozu Llau 6=Lago Andara
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Resumen

La aparicion de enfermedades infecciosas con un amplio rango de hospedadores puede
tener un impacto dramdtico sobre comunidades completas y se ha convertido en una de las
principales amenazas para la biodiversidad. En este articulo, describimos la explotacion
simultdnea de comunidades enteras de hospedadores potenciales por parte de un nuevo
patdgeno viral, con declives severos asociados después de la invasion. Encontramos dos virus
muy virulentos, filogenéticamente relacionados (género Ranavirus, familia Iridoviridae)
causando mortalidades en masa en multiples y diversos hospedadores anfibios en el norte de
Espafia, asi como un tercer virus relativamente no virulento. Documentamos el declive de los
hospedadores en multiples especies y en mdultiples localidades de una region.

Nuestro trabajo revela un grupo de patdégenos que parecen tener la capacidad de
infectar y evadir la inmunidad en hospedadores mdultiples, diversos y nuevos, y que estdn
ejerciendo impactos masivos en las comunidades de hospedadores. Este articulo provee un
registro excepcional de las tendencias de las poblaciones de los hospedadores que han sido
sequidas en tiempo real desde la aparicion de una enfermedad de fauna silvestre y un ejemplo
asombroso de como un patdgeno nuevo y generalista estd cruzando repetidamente la barrera
entre especies con consecuencias catastroficas a nivel de las comunidades de hospedadores.
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Summary

The emergence of infectious diseases with a broad host
range can have a dramatic impact on entire communities
and has become one of the main threats to biodiversity
[1-4]. Here, we report the simultaneous exploitation of entire
communities of potential hosts with associated severe de-
clines following invasion by a novel viral pathogen. We
found two phylogenetically related, highly virulent viruses
(genus Ranavirus, family Iridoviridae) causing mass mortal-
ity in multiple, diverse amphibian hosts in northern Spain, as
well as a third, relatively avirulent virus. We document host
declines in multiple species at multiple sites in the region.
Our work reveals a group of pathogens that seem to have
preexisting capacity to infect and evade immunity in multiple
diverse and novel hosts, and that are exerting massive
impacts on host communities. This report provides an
exceptional record of host population trends being tracked
in real time following emergence of a wildlife disease and a
striking example of a novel, generalist pathogen repeatedly
crossing the species barrier with catastrophic conse-
quences at the level of host communities.

Results and Discussion

We have been monitoring amphibian communities located in
the Picos de Europa National Park (PNPE) since 2005, when
we first recorded ranavirus infection, disease, and mass mor-
tality. We began demographic surveys in 2007, making annual
counts of target species at 15 sites across the park (Figure 1).
This predates the first published records of lethal ranavirus
infections (occurring in September 2007) in the PNPE in
two of our study species [5, 6]. Ranaviruses are large, dou-
ble-stranded DNA viruses of the family Iridoviridae, which
are emerging pathogens with broad geographical and host

7Present address: UCL Genetics Institute, University College London,
Gower Street, London, WC1E 6BT, UK

*Correspondence: s.price@ucl.ac.uk

This is an open access article under the CC BY license (http://
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ranges. They infect and cause disease in fish and reptiles but
are noted for their ability to cause lethal disease in amphibians
in the Americas, Europe, Asia, and Australia [5, 7-17]. Despite
Ranavirus’s broad geographic distribution and documented
multihost epizootics in amphibian communities [18], quantita-
tive evidence for amphibian demographic decline due to
ranavirosis has previously been reported for only a single
amphibian host species [19].

Disease and Mass Mortality

We have continued to record mass mortality events consistent
with ranavirosis affecting amphibian communities at four loca-
tions in the PNPE (Aliva, Ercina, Lloroza, and Monetas [ALIVA,
ERC, LLOR, and MON], Figure 1). During annual field surveys,
we encountered numerous dead and dying adult, juvenile, and
larval caudate and anuran amphibians, including all six com-
mon species inhabiting the park. Ranavirus infections may
be subclinical [20, 21] but are more typically associated with
overt, distinctive disease in the form of systemic or ulcerative
syndromes [6, 7] and accompanied by host mass mortality.
Sick and dead animals in the PNPE exhibited superficial and
ulcerating skin lesions, internal hemorrhages, and severe
limb necrosis, all gross signs typical of lethal ranavirosis (see
Figure S1A available online). Additionally, since 2010 we
have been observing mortality associated with signs of ranavi-
rosis at a location 200 km west of the PNPE in Galicia, affecting
two caudate amphibian species that are rare or absent in the
PNPE and one squamate reptile (Figure S1B).

Molecular diagnostics have confirmed that infection with
Ranavirus is associated with disease at all five of these loca-
tions (Table S1). We also screened for Batrachochytrium den-
drobatidis (Bd), a fungal pathogen commonly associated with
amphibian die-offs in Iberia [22], at eight locations in the
PNPE. Bd was present at two sites (25%; Table S1B), occurring
in the absence of observed disease and mortality at La Giielga
(LAG, aranavirus-negative site, Figure 1) and at low prevalence
in 2005 only at an artificial pond (near Aliva refuge). A more wide-
spread survey for bacteria and viruses was also undertaken as
part of the first published account of ranavirus infection and
mass mortality in the PNPE [5] (at Igiiedri [IGU], Figure 1). That
mass mortality event affected some of our study species,
which exhibited the same suite of lesions observed in this
study. There were no other pathogens found besides the
Ranavirus Common midwife toad virus (CMTV). We consider
it unlikely that other environmental factors, such as pollution,
are contributing to the observed mass mortality events, given
the pristine nature of the PNPE and the heterogeneity among
study sites in terms of the type and situation of water bodies.

We successfully amplified a suite of ranavirus loci (six partial
open reading frames and an intergenic region) from three of
the host species sampled at locations in the PNPE and all three
species sampled in Galicia. Sequences from amplification
products of all loci were aligned against whole genomes
covering known global amphibian-like ranavirus diversity and
joined to form a final concatenated alignment 2,274 bp in
length. Phylogenetic assessment of the concatenated se-
quences derived from seven diseased animals show that the
ranaviruses associated with disease and mortality in northern
Spain were all related or near identical to the genome of CMTV.
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Figure 1. Ranavirus Infection and Mass Mortality
among Amphibian Communities in the Picos de
Europa National Park

Map shows park boundary and sites where
amphibian communities have been monitored
since 2005. Sites that experienced observed
amphibian mass mortality events are expanded
to display the amphibian community present,
and affected hosts are bordered in red. Hosts
with confirmed CMTV infection are denoted by
a blue virus particle in bottom left corner of their
image. Disease and mass mortality associated
with CMTV infection at Igliedri (IGU) was reported
by Balseiro et al. (2009) [5]. See also Figure S1
and Table S1.

Abbreviations key: SCR, Soto-Covadonga Road;
OCR, Orandi-Covadonga Road; RAS, Rasa Pan-
decarmen; ERC, Ercina Lake; LAG, La Glelga;
VEG, Vega Sajambre; ELP, El Pontén; POR,
Pont6n-Oseja Road; CAB, Charcas de Cable;
BAJ, Bajero Lake; LLOR, Lloroza; MON, Mofe-
tas; AND, Andara Lake; VLL; Vau los Lobos;
ALIVA, Aliva; VDL, Vega de Liordes; IGU, Igedri;
POZU, Pozu Llau.

e CMTV posilive
® AAQV positive
* CMTV negative
4 Ranavirosis absent

insufficient resolution of disease re-
cords to match decline and disease
onset at individual locations. Our first

5 e
Mesotriton alpestris

Alytes obstetricans Rana temporaria

Bufo bufo

Lissotriton helveticus

records of mass mortality and ranaviro-
sis in the region were at an artificial
pond adjacent to Lloroza (LLOR, Fig-
ure 1; subsequently drained for other
reasons) and a roadside pool at Aliva

Salamandra
salamandra

This virus was originally isolated from a diseased animal
sampled in 2008 in the PNPE and was associated with mass
mortality and the same distinctive signs of disease (Figure 1)
[6, 23]. Sequences amplified from all hosts sampled within
the PNPE at sites of mass mortality exhibited 99.96% homol-
ogy (varying at a single base) with the sequence of the type
CMTV irrespective of what host species was sampled. Se-
quences from hosts sampled at the Galician site were highly
similar to each other (two were identical and were 99.96%
identical to the third, with variation again confined to a single
base). They formed the sister clade to the CMTV cluster and
are hereafter referred to as Bosca’s newt virus (BNV; Figure 2).
In contrast, an isolate from a common midwife toad at
Andara Lake, where ranavirosis and mass mortality have not
been observed—Andaran Alytes obstetricans virus (AAOV)—
grouped with “FV3-like” viruses. We also screened animals
from three other sites in the PNPE where there has been no
observed disease or mass mortality, and we found no evi-
dence of ranavirus infection. These observations support the
assumption that disease and mass mortality can be used as
a reliable indicator of CMTV incidence.

Multispecies Host Declines

Populations of host species in diseased communities in the
PNPE have consistently experienced statistically significant,
persistent, and in some cases catastrophic population de-
clines, which was not the case at sites where disease had
not been observed (Figure 3; Table S1A). The onset of decline
for all species experiencing ranavirosis was contemporary
with our first records of disease in the PNPE, but there is
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mine (ALIVA, Figure 1), both sampled
in 2005.

The worst-affected species was the common midwife toad,
Alytes obstetricans. Midwife toads experienced steep decline
at both diseased sites where we monitored population trends
of this host species but did not decline at two other locations
where signs of ranavirosis were never detected (Figure 3;
Table S1A). Alpine newts (Mesotriton alpestris) and common
toads (Bufo bufo) also experienced significant declines at
diseased sites (Figure 3) but did not show this dynamic at loca-
tions where we did not observe amphibians exhibiting signs of
ranavirosis, with one exception (B. bufo at Soto-Covadonga
Road [SCR], Figure 1). Amphibian species that were enumer-
ated at disease-free locations did not generally decline from
2007 to 2012 and sometimes appeared to be increasing in
numbers during the course of our surveillance (Table S1A).
When all monitored host populations were considered inde-
pendently, infection with CMTV was significantly associated
with host declines (Fisher’s exact test, p = 0.0093; raw data
summarized in Figure S2). The same was true when we ac-
counted for potential nonindependence of multiple species
at the same site by using site data rather than host species
data (Fisher’s exact test, p = 0.022; Figure S2).

CMTV Emergence

Our findings indicate that CMTV-like ranaviruses recently
emerged in northern Spain and are responsible for mortality
of every amphibian species that we have sampled. Addition-
ally, an isolate with 99.96% sequence identity to viruses iso-
lated from amphibians in Galicia, and closely related to
CMTV, was generated from esophageal tissue taken from a
viperine snake (Natrix maura) found dead in the process
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Figure 2. Phylogenetic Relationships of Spanish
Ranaviruses

Andaran Alytes obstetricans virus (AAOV) is a
member of the “FV3-like” viruses, which form
a monophyletic group; Bosca’s newt virus
(BNV) and Common midwife toad virus (CMTV)
are considered “CMTV-like.” The tree was
constructed from seven concatenated multiple
sequence alignments (details of loci are included
in Experimental Procedures). Node support
values are annotated on the best maximum-likeli-
hood tree and were calculated using maximum-
likelihood (bootstraps, black) and Bayesian
inference (posterior probabilities, red) under a
GTR model of molecular evolution. Scale of
branch lengths is in nucleotide substitutions per
site. Additional sequences included are Frog
virus 3 (FV3, GenBank accession number
AY548484), Tiger frog virus (TFV, AF389451),
Ambystoma tigrinum virus (ATV, AY150217),
Epizootic hematopoietic necrosis virus (EHNV,
FJ433873), Soft-shelled turtle iridovirus (STIV,
NCO012637), Rana grylio virus (RGV, JQ654586),
and European sheatfish virus (ESV, JQ724856).

61
CMTV_type
= 56 —
-like 100
CMTV._MON — = =
89
i CMTV_ALIVA
100 CMTV_ALIVA
100 =
ADRV
55
57
FV3-like ,'ggl_

—0.002

CMTV-like ranaviruses may be in the
process of emerging in amphibian host
communities across Europe, with the
capacity to infect and cause significant
disease and death in a wide range of
hosts.

Triturus
marmoratus

Hosts

Rana
temporaria

: i Alytes

Community-Level Effects
obstetricans

Infection and disease frequency are
both known to decrease with increasing
host community species richness (see
e.g. [27]), even if the relationship is

. Lissotriton
boscai

of ingesting diseased amphibians [24] and with ulcerating
lesions along its gullet. The ability of FV3-like ranaviruses
(the sister clade to CMTV-likes; Figure 2 [23]) to be transmitted
among both closely related and highly diverged cold-blooded
vertebrate taxa is well documented [25, 26]. However, recur-
rent epizootics caused by FV3-like viruses in the Americas,
the United Kingdom (UK), and Southeast Asia have only
been linked to host population decline in UK common frogs
(Rana temporaria), and UK FV3-like viruses appear limited in
their ability to cause disease and significant mortality in other
native UK amphibian species [19]. We have also detected FV3-
like ranaviruses cocirculating in the PNPE (at Andara Lake
[AND], Figure 2) that caused morbidity without lesions in
A. obstetricans but with no evidence of mass mortality or
population declines. Reports of amphibian mass mortality
events associated with ranavirosis are rapidly accruing across
Europe, and CMTV-like forms are implicated: a partial
sequence of the major capsid protein gene of the virus isolate
responsible for the death of thousands of pool frogs (Pelophy-
lax lessonae) and smooth newts (Lissotriton vulgaris) in the
Netherlands reported by Kik et al. exhibited 100% sequence
similarity to CMTV [9], as did sequences from the same locus
derived from a Ranavirus isolated from North American bull-
frog larvae sampled from invasive populations in Belgium
[10]. The accumulating body of evidence indicates that

not always straightforward [28]. This is
because diverse host communities pre-
sent a range of barriers to infection, and
universal pathogen strategies for overcoming host barriers are
rare [29, 30]. Accordingly, pathogens typically exhibit signifi-
cant variation in their ability to infect and cause disease across
host species and must evolve novel traits to exploit a broader
host range [31-33]. It is therefore unusual for an emerging
pathogen to exploit a broad range of host species and
extremely rare for multiple host species to suffer synchronous
mass mortality and decline when infection emerges. For the
rare exceptions, the results for hosts can be notably cata-
strophic (e.g., West Nile virus emergence in North America
[1], Batrachochytrium dendrobatidis emergence in the Neo-
tropics and Australia [2], and white-nose syndrome in North
American bats [4]).

We see no evidence of increased host species diversity
hampering the ability of a novel pathogen to exploit a host
community in northern Spain. At the most species-rich site in
the PNPE, all six amphibian species are experiencing mortality
associated with signs of disease and have done so since dis-
ease was first observed. Instead of being inhibited by host
species diversity, it appears that a single strain of CMTV
has the capacity to exploit multiple host species de novo.
This hypothesis is supported by an almost complete lack
of variation at seven loci located across the type CMTV
genome and recovered at multiple points in space, time, and
host species—spanning the width of the PNPE, several years,
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Figure 3. Population Trends for Declining Species in the Picos de Europa
National Park

Common midwife toad ranavirus (CMTV) infections have been confirmed
within amphibian communities at Monetas, Lloroza, and Ercina Lake (black
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and diverse hosts. The synchrony of host declines across
sites, beginning shortly after disease was first detected
in the park, provides further support. Taken together with
the obstacles to rapid amphibian dispersal presented by
the rugged, mountainous terrain of the PNPE, all of the
evidence points to a single introduction of CMTV at multiple
locations within the park and affecting all amphibian species.
Such an introduction could have occurred via human translo-
cations of infectious materials along with equipment or
livestock.

Worryingly, species declines in the PNPE show no sign of
rebound over five years, and in many cases species are all
but extirpated from some locations. The availability of multiple
susceptible hosts at a site increases extinction risk, while
small relict populations that have suffered declines are left
vulnerable to stochastic events [34]. This same pattern of
decline without rebound was observed in common frog popu-
lations experiencing persistent ranavirosis in the UK, where
83% median host population declines were sustained over
several frog generations [19]. Selection imposed on host
populations experiencing high rates of mortality due to infec-
tious disease is expected to favor genotypes capable of either
resisting or tolerating infection, and UK frog populations
affected by ranavirosis do exhibit the genetic signature of
directional selection at immunocompetent loci [19, 35]. How-
ever, selection has not been accompanied by demographic re-
covery, and debilitating ranavirosis continues to increase in
scope in common frog populations across the UK. If CMTV
in Spain has similar capacity to proliferate despite host adap-
tive responses, amphibian communities, not just single spe-
cies, will suffer.

Experimental Procedures

Sampling

All animal sampling was carried out following review by the Consejeria de
Medio Ambiente of Galicia and the governing body of the Parque Nacional
Picos de Europa, and permits were renewed annually. We collected swabs
and tissue samples from a mix of amphibian species and life stages at sites
in the PNPE between 2005 and 2012, and from carcasses of two amphibian
(Lissotriton boscai, Triturus marmoratus) and one reptile (Natrix maura) spe-
cies at Pontillon (Galicia) in 2010 and 2011 (Table S1B). One of the sampled
sites—Lloroza—is thought to correspond to the mass mortality event that
led to the isolation of CMTV [6, 23].

Screening

Tissue samples were screened for Ranavirus in duplicate using a PCR of the
viral MCP gene (CMTV ORF 16L; major capsid protein; AFA44920) [36]. A re-
sults summary is included in Table S1B. Swabs were screened for Bd using
quantitative PCR [37].

Sequencing

Positive samples were subjected to additional PCR reactions to amplify
partial sequences from CMTV ORFs 22L (GenBank accession number
AFA44926), 58L (AFA44964), 59R (AFA44965), 81L (AFA44987), 82L
(AFA44988), and a region covering a noncoding sequence and the start of
13R (AFA44917). Amplification products were submitted for Sanger
sequencing, and sequences were archived in GenBank (see Supplemental
Experimental Procedures).

lines). Ranavirus infection and disease were first observed in the Picos
de Europa National Park in 2005 (see Multispecies Host Declines).
Trends are also shown for all other sites where monitoring of Alytes
obstetricans, Mesotriton alpestris, and Bufo bufo has been ongoing but
CMTV is assumed to be absent due to molecular screening and/or the
absence of disease and mass mortality events (gray lines). Circles denote
counts for adults or tadpoles; Squares denote counts for egg masses.
See also Table S1.
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Phylogenetics

Sequences were aligned with Prank v.100802 [38] and manually edited in
Jalview 2.8 [39] to remove gaps. Additional sequences used in alignments
and phylogeny construction (listed in the Figure 2 legend) were downloaded
from the NCBI nucleotide database. Trees were constructed with MrBayes
3.2.2[40] and RAXML 7.7.2 [41] using the GTR model of nucleotide substitu-
tion. Rate variation among sites was modeled by a discrete gamma distribu-
tion with four categories. Default settings were used for Markov chain Monte
Carlo (MCMC) analysis in MrBayes (1,000,000 generations, 4 chains, 2 runs,
sample frequency = 500, and a 25% burn-in). Twenty maximum-likelihood
trees were generated on distinct starting trees in RAXML; 100 bootstrap rep-
licates were calculated and annotated on the best maximume-likelihood tree.

Population Monitoring and Analyses

Annual counts of amphibian populations have been conducted in the PNPE
(Table S1A) since 2007. Methodology and life history stage targeted varied
with the size and situation of the water body but remained consistent for
each site across yearly surveys. Data were analyzed for overall trends in
population size using TRIM3.0 [42].

Accession Numbers

GenBank accession numbers by sample and locus are provided in the Sup-
plemental Experimental Procedures.

Supplemental Information

Supplemental Information includes two figures, one table, and Supple-
mental Experimental Procedures and can be found with this article online
at http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2014.09.028.
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adultos y de toda la poblacidn)
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ECUACIONES

() STELLA10.0.6 (Trialy
File Edit View Equatien Run Help

[ Huevos(t) = Huevosit - ot) + (Reprod - Eclosion - Mothuaves) = dt
IMNIT Huevos = 0

= INFLOWS:
=% Reprod = Adulos*65
8 OUTFLOWS:
2 =3 Eclosion = Huevos*1
g =% Morhuevos = Huevos™0.5

[ Larvasit; = Larvas|(t- oty + (Eclosion - Metamarfosis - Mortiarvas) * dt
| IMIT Larvas = 4000
INFLOWS:
=5 Eclosion = Huevos*1
%‘ OUTFLOWS:
= 2% Metamorfosis = Larvas*1
=% Mortlarvas = Lavas*0.9
[ Muertos(t) = Muertos(t- dt) + (Mortadultos ) * dt
INIT WMuertos =0
INFLOWS:
=% Moradulios = CONVEYOR QUTFLO
[ Adultost) = Adultos(t- dt; + (Crecimisnto + Reintrod - Moradultes) * dt
INIT Adultas = 100
TRANSITTIME = 5
CAPACITY =
c INFLOW LIMIT =
£ inrLows:
2 & Crecimiento = CONVEYOR QUTFLOW
w =3 Reintrod = 100
OUTFLOWS:
=3 Mortadultos = CONVEYOR OUTFLOW
1 uvenilesit - dt) + (Metamorfosis - Crecimiento - Mortjuveniles) * dt
el 130
TRANSITTIME = 2
CAPACITY = INF
INFLOW LIMIT = INF
INFLO

[

Model

=5 Metamorfosis = Larvas*1
OUTFLOWS:
<5 Crecimiento = CONVEYOR OUTFLOW
=% Mortjuveniles = LEAKAGE QUTFLOWY
LEAKAGE FRACTION = Juveniles*0.4
LEAK ZONE = 0% to 100%
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PARAMETROS SITUACION SALIDA CON LAS LARVAS QUE HABIA ESTE ANO (400 aprox)

A) MODELO SIN REINTRODUCCION

Interface

Graph 1

Huevos Larvas Juveniles Adultos

@ E’f [ oy - | . Muertos

Reprod Eclosion

Metamorfosis
‘ Crecimiento Mortadultos

Rorthuevos Mortlarvas Morjuveniles

Equ:

Table 1

ECUACIONES SIN REINTRODUCCION

(=) STELLA10.06 (Trial)
File Edit View Equation Run Help

2
.

O Huevest =

uevos(t- dt) + (Reprod - Eclosion - Morthueves) * dt

dultos*65

@
g
é =% Eclosion =Hueves™
2 & Morthuev
= ) + (Eclosion - Metamerfosis - Mertlarvas) * dt
| INIT Larvas = 400
INFLOWS:
=% Eclosion = Huevos*1
il OUTFLOWS:
= =% Metamorfosis = Larvas*1
= Morlarvas = Lavas*0.9
-l Nuertosit - dt) + (Mortadultas) * dt

g ultos = CONVEYOR OUTFLOW

‘23 dultost- dt) + (Crecimiento - Mortadultos) * dt
4 INFLOW LIMIT =

£ mrLows

2 =% Crecimiento = CONVEYOR QUTFLOW

fii] NS

=% Mortadultos = CONVEYOR QUTFL
Juveniles(t) = Juvenilesit - dt) + (Metamorfosis - Crecimiento - Morjuveniles) * dt
INIT Juveniles = 40
SITTIME = 2
APACITY = INF
INFLO!

El

INFLO
<% Metamorfosis = Larvas™
QUTFLOWS:
=& Crecimiento = CONVEYOR CUTFLOW
o Mortju,
LI E FRACTION = Juveniles*0.4

LEAK ZONE = 0% to 100%
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B) MODELO CON REINTRODUCCION DE 100 ADULTOS/ANO

Interface

Huevos Larvas

Morthueveos Mortlarvas

ECUACIONES

. o
Reprod Eclosion Metamorfosis — {11
| | ¥ Crecimiento Mortadultos

Graph 1
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(5) STELLA10.06 (Trial)
File Edit View Eguation Run Help

[ Huevos(t) = Huevosit - di) + (Reprod - Eclasion - Morthuavos) * dt
INIT Hue
INFLOWS:

o Reprod = Adultos*65

3 OUTFLOWS:

2 <3 Eclosi st

Z» Marthu uevos*0.5

[ Lawasit) = Larvas(t- oty + (Eclosion - Metamorfosis - Mortlarvas) * ot

| INIT Larvas = 400

INFLOWS:

= Eclosion = Huevos™

ﬁ OUTFLO

= 2 Metamorfosis = Larvas*1

<% Moriarvas = Larvas'0.8

O Muertos \uertos(t-at) + (Mortadultos) = dt
INIT WMuertos = 0
INFLOWS:

=% Mortadultos = CONYVEYOR OUTFLOW

[ Adultos(t) = Adultos(t- dt) + (Crecimiento + Reintrod - Mortadultes) * dt
INIT Adulto: 6

TRANSITTIME = 5
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INFLOW LIMIT =

INFLOWS:
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=% Reintrod =100

OUTFLOWS:

=3 Mortadultos = CONVEYOR QUTFLOW
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GRAFICA Y TABLA RESULTADOS
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ENSAYO DESPUES DE HABLAR CON JAIME CORRIGIENDO:

Mortalidad huevos: 0.25
Edad maxima adultos: 7 afios

(5) STELLA10.05 (Trial)

o
i}

(5) STELLA10.06 (Trial)

INFLOWS;
=3¢ Eclosion = Huevas*1
% OUTFLOWS:

= =% Metamorfosis = Larvas*1
=% Worflarvas = Larvas®™0.9
| Wuertos(t) = Muertos(t- dt) + (Mortadultes) * dt
INIT Muef
INFLOWS:
f_: =3¢ Moradulto:
S
=

INFLOWS!

=% Crecimiente = CONVEYOR QUTFLOW
=% Reintrod = 100

Equation

=5 Moradultas = CONVEYOR QUTFLOW
MM Juvenilesit) = Juvenilesit - dt) + (Metamerfosis - Crecimiento - Mortjuveniles) * dt
INIT Juveniles = 40
ANSIT TIME =2

OUTFLOWS:
%% Crecimiento = CONVEYOR QUTFLS
<% Morjuveniles = LEA E QUTFLOY

LE GE FRACTION = Juveniles*0 4
LEAK ZONE = 0% to 100%
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Metiendo los parametros corregidos con lo que dice Jaime, el modelo se estabiliza
también a los 7 afios pero con 700 adultos, 21000 juveniles y 19000 larvas.



PICOSDE  SEGUIMIENTO ANFIBIOS 2013-2014

E&OI’A Evolucidn de las poblaciones en el tiempo

[FARGUE NACIONAL

ANEXO IV: CALENDARIO DE MUESTREOS 2015




CALENDARIO 2015 SEGUIMIENTO MARIPOSAS Y ANFIBIOS P.N. PICOS DE EUROPA

MUESTREO DIiAS MES
OBSERVACIONES
L M X J Vv S D
1 Comenzar Rana bermeja
2 3 4 5 6 7 8 FEBRERO |en todas localidades!
9 10
11 12 13 14 15 FEBRERO
16 17 18 19 20
21 22 FEBRERO
23 24 25 26 27 28
1
2 3 4 5 6 7 8 MARZO
9 10
11 12 13 14 15 MARZO
16 17 18 19 20
21 22 Comenzar Tritdn
23 24 25 26 27 28 29 MARZO (jaspeado en todas
30 31 localidades!
1 2 3 4 5 ABRIL Comenzar todo zona
6 7 8 9 10 Lagos y Riega Cabaries
11 12 Comenzar Ctra. Pontdn
13 14 15 16 17 18 19 ABRIL y Charca Pontén
20
21 22 23 24 25 26 ABRIL Comenzar Charcas
27 28 29 30 Valle Cable
! 2 3 MAYO
4 5 6 7 8 9 10
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CALENDARIO 2015 SEGUIMIENTO MARIPOSAS Y ANFIBIOS P.N. PICOS DE EUROPA

MUESTRE DiA ME
UESTREO 5 5 OBSERVACIONES
L M X J Vv S D
11 Comenzar Pozu Llau
1 12 13 14 15 16 17 18 MAYO y Vau los Lobos.
19 20 Empezar MARIPOSAS!
) 21 22 23 24 25 MAYO
26 27 28 29 30 31
1 Comenzar Llago Bajero,

3 2 3 4 5 6 7 8 JUNIO Lloroza, Mofietas y

9 10 Andara
A 11 12 13 14 15 JUNIO

16 17 18 19 20

21 22

5 23 24 25 26 27 28 29 JUNIO

30
6 L 2 3 4 > 6 JULIO

7 8 9 10
7 1 12 13 JULIO

14 15 16 17 18 19 20
8 21 22 23 24 25 26 27 JULIO

28 29 30 31
9 1 2 3 AGOSTO

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

18 19 20
11 2122 23 24 AGOSTO

25 26 27 28 29 30 31
12 ! 2 3 4 > 6 / SEPTIEMBRE

8 9 10
13 11 13 14 SEPTIEMBRE

15 16 17 18 19 20

21 Ultima visita para

14 22 23 24 25 26 27 28 SEPTIEMBRE |estimar invernantes

29 30 Alytes |
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