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ABSTRACT. “Prevalence of pathogenic chytrid fungus on a
flagship species, Atelopus varius (Anura, Bufonidae), Las
Tablas Protection Zone, Costa Rica”. Introduction: The
harlequin toad, Atelopus varius, is critically endangered
and was declared “apparently extinct” in Costa Rica in
1996. One of the possible causes was the pathogenic
fungus Batrachochytrium dendrobatidis. A live population
was rediscovered in Las Tablas in 2008 and here we
analyze the situation with this fungus. Objective: To
evaluate prevalence and probability of infection of the
toad by B. dendrobatidis. Methods: We collected swabs
skin samples from live individuals (for DNA tests) and
histological pieces from dead individuals (for direct
microscopic observation). Results: From 363, only 6% had
the fungus, particularly subadults. Conclusion: The toad
population seems to be stable but care must be taken not
to spread the fungus.

Keywords: Amphibians, chytridiomycosis, endangered
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RESUMEN. Introduccién: El sapo arlequin, Atelopus
varius, se encuentra en peligro critico y fue declarada
“aparentemente extinta” en Costa Rica en 1996. Una de
las posibles causas fue el hongo patdégeno
Batrachochytrium dendrobatidis. En 2008 se redescubrio
una poblacién viva en Las Tablas y aqui analizamos la
situacion con este hongo. Objetivo: Evaluar prevalencia 'y
probabilidad de infeccién del sapo por B. dendrobatidis.
Métodos: Se recolectaron hisopados de piel de individuos
vivos (para pruebas de ADN) y trozos histoldgicos de
individuos muertos (para observacion microscopica
directa). Resultados: De 363 animales, solo el 6% tenia el
hongo, particularmente los subadultos. Conclusién: La
poblacidn de sapos parece estable, pero se debe tener
cuidado de no propagar el hongo, aunque este sea
actualmente escaso.

Palabras clave: Anfibios, especies amenazadas,
monitoreo, PILA, quitridiomicosis, sapo arlequin.

El sapo arlequin, Atelopus varius, es una especie criticamente amenazada. Endémica de

Costa Rica y Panam3, fue considerada como posiblemente extinta en Costa Rica en 1996 tras un
declive drastico (IUCN, 2020). Entre sus amenazas y causa de su aparente desaparicion esta el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis. En 2008 fue redescubierta en la Zona Protectora las Tablas una
poblacién de A. varius, la cual ha servido como oportunidad de investigacidn y conservacion
(Gonzédlez-Maya et al., 2013).

La quitridiomicosis es una enfermedad causada por el hongo quitridio, el cual es
considerado como una posible causante del gran declive de anfibios en el neotrépico (Lips et al.,
2003; La Marca et al., 2005; Lips et al., 2006; Whitfield et al., 2016). Este hongo afecta a los anfibios
colonizando las superficies queratinizadas de la piel y cuando la enfermedad se extiende puede
causar la muerte a los animales infectados (Vasquez-Ochoa et al., 2012). El Batrachochytrium
dendrobatidis es un patégeno que se ha detectado en un numero considerable de especies de
anfibios, sin embargo, se ha demostrado que afecta en mayor proporcion a las especies asociadas a
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cuerpos de agua, ya que es el agua y las zonas humedas o encharcadas las que favorecen la
propagacion de las esporas del patégeno (Berger et al., 2005).

La Zona Protectora las Tablas fue uno de los lugares donde se documentaron declives de
anfibios asociados a quitridiomicosis en Costa Rica en la década de 1990. El efecto reciente de este
patégeno sobre poblaciones de anfibios amenazados como A. varius, no ha sido evaluado. Por esta
razon, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar la prevalencia y probabilidad de infeccién del
hongo quitridio en la poblacién de A. varius de la Zona Protectora las Tablas, y asi proponer una
estrategia de conservacién.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en la Zona Protectora las Tablas, provincia de Puntarenas,
al sureste de Costa Rica, la cual forma parte de la zona de amortiguamiento del Parque Internacional
La Amistad (PILA) (Gonzalez-Maya & Mata-Lorenzen, 2008). La poblacidn de A. varius estudiada se
encuentra restringida a un tramo del rio Cotén, en un drea privada que cuenta con
aproximadamente 11 600 ha entre los 1 000 y los 2 100msnm dedicadas a la conservacion. La
precipitacion media anual es de 3 500mm y la temperatura media es de 19°C (Gonzalez-Maya &
Mata-Lorenzen, 2008).

El muestreo se llevd a cabo a lo largo de 1,1km del rio Cotdn entre 2018 y 2019. Se buscaron
individuos desde la orilla hasta aproximadamente 6 metros hacia el bosque. Se registraron los datos
de todos los individuos encontrados y se tomaron muestras cutaneas con hisopos estériles (Kriger
etal., 2006). Los individuos encontrados muertos fueron recolectados y analizados en el laboratorio
por presencia de esporangios de Batrachochytrium dendrobatidis, mediante el corte de una seccidn
de tejido de los dedos y observacién microscépica, igualmente para los individuos encontrados
muertos se tomaron muestras con hisopos estériles para realizar el analisis PCR (Polymerase Chain
Reaction) (Boyle et al., 2004; Hyatt et al., 2007). Los datos se analizaron con estadistica descriptiva
y modelos lineales generalizados de la familia binomial para estimar las probabilidades de infeccion
de acuerdo a las caracteristicas de los individuos (tamafio y masa). El modelo con mejor ajuste se
seleccioné con el Criterio de Informacién a Akaike corregido para muestras pequefias (AlCc en
inglés). Los analisis se realizaron en el lenguaje R (R Core Team, 2020), la selecciéon de modelos se
hizo con el paquete AlICcmodavg (Mazerolle, 2020) y las graficas con el paquete ggplot2 (Wickham,
2016).

RESULTADOS

Se colectaron y analizaron 363 muestras, de las cuales 22 resultaron positivas para
Batrachochytrium dendrobatidis. Con esto se puede estimar una prevalencia del 6,06 % para la
poblacién. Para juveniles (individuos menores a 27mm de LRC, N=188) la prevalencia estimada es
de 4,79% vy para adultos (LRC mayora 27mm, N=175) es de 7,43%. Los cuatro individuos encontrados
muertos fueron positivos para Batrachochytrium dendrobatidis, todos presentaban la piel
descamada, aunque no se puede confirmar que la infeccion fuese la causa de la muerte.

Los individuos que resultaron positivos para Batrachochytrium dendrobatidis se encuentran
principalmente entre los 27mm y los 29mm de LRC (subadultos y machos o hembras jévenes),
mientras que los individuos negativos representan bien la estructura de la poblacion, desde
individuos juveniles hasta adultos (Fig. 1). Esta tendencia también estd soportada con los modelos,
donde los modelos con mejor ajuste muestran que la probabilidad de infeccién depende de la
relacién masa/LRC y con menor certidumbre a la edad (Tabla 1), pues tiende a en individuos
juveniles con una relacién masa/LRC cercana a 0,07g/mm, es decir en individuos subadultos (Fig. 2).
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Fig. 1. Distribucion de los valores de longitud rostro-cloacal (LRC) (mm) en individuos de Atelopus varius positivos para
Batrachochytrium dendrobatidis , negativos e indeterminados (el analisis de ADN no resultd correctamente).

TABLA 1

Seleccién de modelos lineales generalizados de la familia binomial para explicar la probabilidad de infeccién de Atelopus
varius con el hongo quitridio Batrachochytrium dendrobatidis. en una poblacion de la Zona Protectora Las Tablas, Costa

Rica
Modelo K AlCc Delta AlICc Peso AlCc Peso acumulado
Infeccion ~ masa/LRC 2 137,8579 0,0000 0,6950 0,6950
Infeccién ~ masa/LRC + edad 3 139,5074 1,6495 0,3047 0,9997
Infeccién ~ 1 1 154,1551 16,2972 0,0002 0,9999
Infeccién ~ edad 2 155,4277 17,5698 0,0001 1
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Fig. 2. Probabilidad de infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis en individuos de Atelopus varius segun su relacion
masa-longitud rostro cloacal (LRC) (g/mm) y edad, de una poblacién de la Zona Protectora Las Tablas, Costa Rica.
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DISCUSION

La prevalencia estimada para esta poblacion en el presente estudio es baja (<10%, segun
Whitfield et al., 2017) y en apariencia no esta causando declives en la poblacidn, es decir, puede ser
enzoédtica y no alcanzar una carga de infeccidn lo suficientemente alta como para seguir causando
una mortalidad alta, como exponen Zumbado-Ulate et al. (2019). Segun un estudio elaborado por
Briggs et al. (2010), es posible que haya poblaciones que tras un declive a causa de la llegada del
Batrachochytrium dendrobatidis, resistan sin un impacto grave en la probabilidad de supervivencia,
al igual que en la poblacién de A. cruciger estudiada por Lampo et al. (2012). Entre 2012 y 2013
Gonzdlez-Maya et al. estimaron una prevalencia del 13,33% (N=15) para esta misma poblacion
(Gonzalez-Maya et al., 2018) y en 2016 se estimd una prevalencia de 13,43% (N=67) (Seisdedos-de-
Vergara, 2017). Las diferencias con la prevalencia del estudio actual pueden ser por dos posibles
razones, la primera es que realmente refleja la dindmica epidemioldgica del hongo y la prevalencia
bajé o es un efecto del tamafio de muestra que al aumentar podria estar reduciendo el sesgo de
sobreestimacioén de la prevalencia.

La prevalencia de los adultos es mayor a la de los juveniles, sin embargo, la probabilidad de
infeccidn parece tender a ser mayor en los subadultos con relacion masa/LRC similar a algunos
adultos. Esto podria sugerir que el Batrachochytrium dendrobatidis no causa una mortalidad alta en
los adultos infectados. Por otro lado, los juveniles, pese a tener una prevalencia menor en general,
tiende a una relacion positiva con la relacion masa/LRC, por lo que parece que el grupo de edad mas
afectado por Batrachochytrium dendrobatidis en esta poblacién serian los subadultos o juveniles de
mayor tamano, causando un reclutamiento bajo de adultos, como se presentd en la evaluacion
poblacional llevada a cabo en 2016 (Seisdedos-de-Vergara, 2017).

El monitoreo poblacional que se lleva a cabo en este sitio refleja que la poblacién de A.
varius es estable (Seisdedos-de-Vergara, 2017), sin embargo, es necesario mantener una vigilancia
debido a su vulnerabilidad e importancia para la conservacidn, asi como llevar a cabo estudios que
relacionen la interaccion de la especie con el patégeno y con las variables ambientales (Whitfield et
al.,2017). El descubrimiento de mas poblaciones de A. varius en Costa Rica en los ultimos afios
(Solano-Cascante et al., 2014; Barrio-Amords & Abarca, 2016; Jiménez-Monge et al., 2019) es una
sefial alentadora de que la especie puede estar persistiendo a pesar de las amenazas. Sin embargo,
se trata de una especie criticamente amenazada y la viabilidad a largo plazo de sus poblaciones debe
ser una prioridad de estudio y conservacidn, junto con el estudio de amenazas.

Debido a la confirmacién de la presencia del hongo en la Zona Protectora las Tablas se
implementd un protocolo de bioseguridad en el drea de estudio, dentro de la propiedad privada,
para evitar la posible entrada y recombinacién de otras cepas del hongo que puedan afectar
negativamente a la poblacidon. Ante incertidumbre de causa de mortalidad se recomienda
implementar un protocolo de bioseguridad en aquellas localidades con anfibios vulnerables o en
peligro, especialmente en Areas Silvestres Protegidas, como ha sido implementado para la
poblacién de A. varius.
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