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RESUMEN

En los Pirineos coexisten dos especies de ranas pardas, la rana bermeja (Rana temporaria) y la rana pirenaica
(Rana pyrenaica), esta tltima en peligro de extincién. Si bien para la primera hay muchos datos de su situa-
cién actual y biologfa, la situacién actual de la pirenaica se desconoce en gran medida. En este proyecto se
ha realizado un trabajo de campo intenso que nos ha permitido recabar datos de genética, morfometria,
densidad poblacional, distribucién, conectividad espacial y estado de poblaciones de rana pirenaica, asi
como datos de conectividad, genética y fenologia de la rana bermeja en el Pirineo. La diversidad genética
espacial de la rana bermeja es mayor de lo esperado, habiendo encontrado dos linajes nuevos en Iberia,
uno de ellos endémico de Aragon, siendo el mds basal de todos los de esta especie. Este linaje coexiste con
otro mds comun, habiendo sido localizado solo en la zona de Benasque. La rana pirenaica es muy homo-
génea genéticamente, tanto empleando genomas mitocondriales como en marcadores nucleares, y proba-
blemente ha sufrido un cuello de botella con posterior expansién geografica recientemente. Las diferencias
entre el niicleo oriental y occidental son minimas, y ha existido un flujo genético reciente entre poblaciones.
En cuanto al estado de conservacién, nos hemos concentrado principalmente en la rana pirenaica, por ser
un endemismo en peligro de extincién cuyo estado actual se desconocia en gran medida. Hemos incre-
mentado el drea de distribucién conocida de esta especie con nuevas localidades, si bien varias poblaciones
histéricas han desaparecido por causas desconocidas. El tamafio poblacional estimado es bajo en muchas
localidades, por lo que la probabilidad de extincién local es elevada. Los modelos de conectividad espacial
sugieren una cierta fragmentacién, con siete unidades desconectadas recientemente entre sf, y una separa-
cién efectiva entre el nticleo oriental y occidental de la especie, si bien la conectividad dentro de estas uni-
dades parece elevada. Se ha detectado la presencia masiva del hongo Batrachoquitrium dendrobatidis en todo
el drea de distribucién de rana pirenaica, si bien su impacto en la especie es desconocido. El monitoreo de
la fenologfa de puesta en ranas pardas sugiere que se adelanta mds de un mes y medio en afios calidos
frente a afos frios, siendo también la mortalidad de larvas mayor especialmente en arroyos poco profundos.
El andlisis de las series histéricas de estaciones meteorolégicas del Pirineo Central indica que en el futuro
las condiciones climéticas serdn mds célidas, lo que sugiere que las ranas se reproduciradn antes y se deberdn
enfrentar a condiciones de sequia estival. Hay diferencias importantes entre los modelos de conectividad
incorporando el clima entre afios con poca nieve y mucha nieve, con implicaciones en el futuro de estas
poblaciones considerando el Cambio Global. Los datos obtenidos confirman a rana pirenaica como en pe-
ligro de extincién. Se proponen una serie de medidas de gestioén para la conservacion in situ y ex situ de la
especie, asi como unidades de gestién en toda el drea de distribucién. Este trabajo ha permitido identificar
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medidas de gestion de estas especies asi como valorar su situacion actual de conservacién, las cuales espe-
ramos que sirvan de ayuda a la gestién de la especie en Navarra y Aragén y especialmente en el Parque
Nacional de Ordesa y Monte Perdido que es el tinico que alberga poblaciones de rana pirenaica.

Palabras clave: Rana pyrenaica, Rana temporaria, Pirineos, distribucién, conectividad, diversidad genética,
cambio global, conservacién, Parque Nacional de Ordesa y Monte Perdido.

BASES FOR THE CONSERVATION OF BROWN FROGS,
RANA PYRENAICA AND RANA TEMPORARIA,
IN THE PYRENEES.

SUMMARY

Two brown frog species occur in the Pyrenees, the European common frog (Rana temporaria) and the Pyrenean
frog (Rana pyrenaica), which is Endangered. Although for the common frog a lot of data are available for its
biology and current situation, the actual situation of the Pyrenean frog is mostly unknown. In this project,
intense fieldwork was done in order to get data on the genetics, morphometry, population density, distribu-
tion, spatial connectivity and conservation status of the Pyrenean frog, as well as data on the genetics, con-
nectivity and phenology of the common frog in the Pyrenees. The spatial genetic diversity of the common
frog is higher than expected, with two new lineages in Iberia, one of them endemic to Aragén, being the most
basal of all in this species. This lineage coexists with another, being only known from the Benasque area so
far. The Pyrenean frog is strongly homogeneous genetically, both considering complete mitochondrial geno-
mes as well as with nuclear markers, suggesting that it has suffered a strong bottleneck followed by a recent
geographic expansion. The genetic differences between the occidental and oriental populations are minimal,
and there has been recent gene flow between populations. We have focused most of the conservation status
work on the Pyrenean frog as it is an Endangered species, which current situation was unknown. We have
incremented its distribution range with new localities for the species, although we also confirmed local ex-
tinctions in historical localities. Estimated population sizes are rather low in most localities, suggesting that
the local probability of extinction is high. Spatial connectivity models suggest a certain degree of fragmenta-
tion, with seven identified units not connected, and an effective separation between the oriental and occidental
range of the species. Connectivity seems high within these units. We have detected the presence of the quitrid
fungus Batrachoquitrium dendrobatidis in all the distribution range of the species, yet its impact is so far unk-
nown. The monitoring of the breeding phenology in brown frogs suggests that in hot years they reproduce
significantly earlier, which coincides with a higher larval mortality mainly in shallow streams that desiccate.
The analysis of the historical series of meteorological stations for the Central Pyrenees suggests that future
climatic conditions will be hotter, implying that frogs will breed earlier and should face summer drought
conditions. There are important differences between connectivity models when incorporating climate of years
with high or low snow cover, which has important implications in the future of these populations considering
Global Change. Our data confirm that the species is Endangered. We propose some management actions for
the in-situ and ex-situ conservation of the species, as well as management units. This work provides new data
on the current situation and conservation status of these species, identifying key conservation and manage-
ment measures to be done, which we expect they will help managers in Aragén and Navarra as well as in
the Ordesa and Monte Perdido National Park, which is the only one harboring Pyrenean frog populations.

Key words: Rana pyrenaica, Rana temporaria, Pyrenees, distribution, connectivity, genetic diversity, global
change, conservation, Ordesa National Park.
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INTRODUCCION

Las oscilaciones climaticas ocurridas durante el
Cuaternario, con multiples periodos consecuti-
vos de glaciacién e interglaciares célidos, han te-
nido un impacto profundo en la distribucién,
diversidad genética espacial, demografia y evo-
luciéon de las especies actuales (ej. HEWITT
2004). En todos los grandes sistemas montafio-
sos europeos, incluidos los espaiioles, se han ob-
servado algunos de los cambios mds dramaticos
y extremos tanto en la climatologfa como en el
paisaje durante ese periodo. Los Alpes o Pirineos
albergaron grandes glaciares los cuales se retro-
trajeron durante los periodos interglaciares al in-
crementarse la temperatura global (CROWLEY
& NORTH 1991; EHLERS & GIBBARD 2004),
volviendo a crecer y extenderse en los subse-
cuentes periodos de glaciacién.

La zona norte de la peninsula Ibérica se ha visto
particularmente afectada por estos cambios cli-
maticos en el Pleistoceno (CROWLEY & NORTH
1991; ARRIBAS 2004). La cota de nieves perpe-
tuas en la parte central de la cordillera Canta-
brica se mantuvo en torno a los 750 m durante
la tltima glaciacién, mientras que en el Pirineo
muchos circos glaciares permanecieron helados
incluso en periodos interglaciares, con el nivel
de nieves perpetuas en torno a los 1400-2000 m
durante el altimo maximo glacial, muy por de-
bajo del actual que estd en torno a los 3000 m
(UZQUIANO 1995; ARRIBAS 2004; EHLERS &
GIBBARD 2004). En paralelo a este continuo
avance y retroceso del hielo, la fauna y flora de
estos sistemas montafiosos ha tenido oportuni-
dades de colonizar zonas de alta montafia
cuando las condiciones fueron favorables, redu-
ciéndose su distribucién a zonas més bajas du-
rante los periodos mads frios donde persistieron
en zonas refugio, como valles profundos o zonas
costeras con condiciones climdticas mds favora-
bles. La distribucién y la estructura genética de
muchas especies que habitan estas zonas actual-
mente se han visto perfiladas por los patrones
de colonizacion desde las diferentes zonas refu-
gio (ALEXANDRINO et al. 2000; GUILLAUME
et al. 2000; GOMEZ & LUNT 2007).

Los datos mads recientes sobre la extensién de los
glaciares en el ultimo maximo glaciar (EHLERS
& GIBBARD 2004), sugieren que en el Pirineo las
zonas glaciadas ocupaban una gran extensién, in-
cluidos la gran mayoria de valles hasta cotas alti-
tudinales bajas. Este escenario sugiere que la gran
mayoria de especies se tuvieron que ver restrin-
gidas a zonas de baja altitud y que éstas tendrian
un alto grado de interconexién a través de la de-
presién central que separa el Pirineo del pre-Piri-
neo. Esta conectividad facilitaria el flujo y mezcla
genética entre las poblaciones de los diferentes
valles dentro de cada vertiente, y supondria una
desconexién significativa entre la vertiente fran-
cesa y la espariola. La homogeneidad genética
para marcadores mitocondriales y alozimas en
una serie de especies estarfa de acuerdo con este
modelo (CARRANZA & ARRIBAS 2008; CA-
RRANZA & AMAT 2005, MONTORI et al. 2008;
VEITH et al. 2002, 2010), y la existencia de pobla-
ciones fésiles durante el Pleistoceno en zonas de
baja altitud del pre-Pirineo se ha confirmado re-
cientemente para Rana temporaria y para periodos
del Holoceno en el tritén pirenaico (LOPEZ-GAR-
CIA et al. 2010). Sin embargo, la reconstruccién de
la extensién glaciar muestra también una gran
multitud de zonas no glaciadas entre diferentes
valles glaciares, que pudieron servir de refugio
para poblaciones aisladas, permitir la persistencia
de especies endémicas de distribucién restringida
y el mantenimiento de la diversidad fenotipica
observada en muchas especies (e.g. CARRANZA
et al. 2004; MILA et al. 2009, VENCES et al. 2013).

Desde el altimo méximo glacial se ha producido
un incremento global de la temperatura del pla-
neta, el cual se ha acelerado desde 1975, asi como
una importante transformacién del medio ligada
al hombre. Este cambio global ha permitido que
muchas especies hayan colonizado zonas de la alta
montafia Pirenaica en los tltimos milenios y hayan
establecido poblaciones estables en ellas. Estos
cambios de distribucién altitudinales han supuesto
cambios demogréficos considerables en muchas
especies, en ocasiones extinciones poblacionales, y
han proporcionado oportunidades para adaptacio-
nes microevolutivas en esta cordillera (DUBOIS
1982; CARRANZA et al. 2004; CARRANZA &
AMAT 2005; MONTORI et al. 2008; VEITH et al.
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2002, 2010). Si bien muchas especies tipicas de cli-
mas templados se encuentran también en zonas de
la alta montafia Pirenaica, su historia natural y fe-
nologia son bastante diferentes entre estos dos am-
bientes. Entre ellas, varias especies de anfibios han
sido ampliamente estudiadas, destacando la rana
bermeja (Rana temporaria), mientras que de otras
conocemos menos los aspectos de su biologfa, dis-
tribucién e historia natural como la rana pirenaica
(Rana pyrenaica). Ambas especies son ectotermas y
presentan una capacidad de dispersién limitada.
Ambas tienen poblaciones en zonas de baja y
media montafa en el Pirineo, como resultado de
una colonizacién post-glacial de zonas de montafia
debida al calentamiento global del planeta desde
la dltima glaciacién, si bien pirenaica no llega
zonas de alta montafia como la rana bermeja (2100
vs 2600 m). La rana bermeja presenta una gran va-
riabilidad morfoldgica en el Pirineo, la cual ha lle-
vado incluso a varios autores a distinguir
diferentes subespecies y morfotipos creando cierta
confusién taxondmica, mientras que pirenaica fue
durante largo tiempo confundida con Rana iberica,
otro endemismo Ibérico (DUBOIS 1982, 1983;
VEITH et al. 2002, 2003, 2010). A pesar de que
ambas especies de ranas pardas se encuentran am-
pliamente distribuidas en el Pirineo central, existe
un fuerte contraste entre ellas en cuanto a su his-
toria natural, ecologfa, diversidad morfolégica y
potencialmente genética, que sugiere que los cam-
bios ambientales pasados han podido afectar a
ambas de forma diferente. Su distribucién, historia
natural y evolutiva particular los convierte en or-
ganismos-modelo idéneos para estudiar la im-
pronta de las glaciaciones en su distribucién,
estructura genética y fenotipica, asi como la conec-
tividad y flujo genético entre poblaciones pirenai-
cas entre valles y en gradientes altitudinales.

La rana bermeja, Rana temporaria, es uno de los an-
fibios mas ampliamente distribuidos en Europa.
Su drea de distribucion abarca desde el oeste de Es-
pafia hasta el oeste de Siberia, llegando hasta el
Cabo Norte en Escandinavia, y presenta un amplio
rango altitudinal desde el nivel del mar hasta los
2700 m en los Alpes y en torno a los 2600 en los Pi-
rineos (VENCES et al. 2003). A pesar de este drea
de distribucién tan amplia, en esta especie se han
descrito pocos sublinajes muy diferenciados a es-
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cala regional, si bien a nivel poblacional existe apa-
rentemente una gran subdivision (ej. REH & SEITZ
1990; HITCHINGS & BEEBEE 1997; PALO et al.
2004; SCHMELLER & MERILA 2007). Hasta el ini-
cio de este proyecto, aparte de un grupo de pobla-
ciones genéticamente muy divergentes en el
Noroeste de la Peninsula Ibérica, generalmente
consideradas como la subespecie R. t. parvipalmata
(VEITH et al. 2002), la especie tipica (R. t. tempora-
ria) se podia dividir bdsicamente en un linaje del
Oeste que estd restringido a los Pirineos y zonas
adyacentes del Oeste y Centroeuropa, y otro del
Este de Europa (PALO et al. 2004). La divergencia
entre R. t. parvipalmata y R. t. temporaria se ha da-
tado en el Pleistoceno, alrededor de 1.1 millones
de afios, siendo la diferenciacién dentro de R. t.
temporaria més reciente (VEITH et al. 2003).

En la Peninsula Ibérica la especie se distribuye
desde los Pirineos hasta el Oeste de Galicia, es-
tando presente en toda la Cordillera Cantdbrica.
La subespecie R. t. parvipalmata se describi6 ori-
ginalmente en base a su morfologia, presentando
una palmeadura de las patas y tamafo corporal
reducido. La variabilidad morfolégica observada
en poblaciones Pirenaicas y regiones adyacentes
es sorprendentemente elevada, lo cual ha dado
lugar a hipétesis que sugieren la presencia de es-
pecies cripticas en esas zonas (ej. DUBOIS 1982).
Por ejemplo, en muchas zonas de alta montafa
las ranas son relativamente mds pequefias, con
extremidades mds cortas y un mayor porcentaje
de melanismo (RIOBO et al. 2000). La tendencia
hacia estos fenotipos en relacién a la altitud es
muy significativa y se repite tanto en el Pirineo
como en los Alpes. Los datos existentes respecto
a la fenologia de la especie en montafia sugieren
una separacién efectiva entre las poblaciones de
baja y alta montafia que no se solapan ni en el
tiempo ni en el espacio (VIEITES 2003).

Los especimenes de alta montafia han dado lugar
a descripciones de nuevos taxones, los cuales se
consideran actualmente sinénimos o subespecies,
como Rana temporaria canigonensis del monte Ca-
nigou del Este de los Pirineos franceses o Rana
(temporaria) aragonensis del Pirineo central (DU-
BOIS 1982, 1983; VEITH et al. 2002). En contraste,
en las zonas bajas de Navarra y Aquitania existen
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poblaciones con individuos mds esbeltos y gene-
ralmente méds grandes, con patas extremadamente
largas (la articulacién tibiotarsal sobrepasa la
punta del hocico como en Rana dalmatina) y tim-
panos relativamente mds grandes. Estos especi-
menes se han denominado como “rana de Gasser”
y su estatus taxonémico ha sido muy discutido
(DUBOQIS 1983). No obstante, los datos genéticos
preliminares disponibles en base a ADN mitocon-
drial y alozimas (ARANO et al. 1993; VEITH et al.
2002, 2003), no muestran una diferenciacién gené-
tica entre estas poblaciones morfolégicamente di-
versas en el Pirineo, si bien los datos sugieren que
no hay un flujo genético relevante entre poblacio-
nes pirenaicas (VEITH et al. 2010).

La rana pirenaica (Rana pyrenaica) es una especie
de rana parda de mediano tamafio endémica del
Pirineo, que fue descrita recientemente (SERRA-
COBO 1993), resolviendo la polémica de la pre-
sencia de Rana iberica en el Pirineo, a la que
recuerda mucho morfolégica y ecolégicamente,
aunque estd mds préxima filogenéticamente a la
bermeja. Rana pirenaica es una especie eminente-
mente acudtica, siendo su habitat tipico torrentes
de montafia, de aguas rdpidas frias y oxigenadas
(SERRA-COBO 1993, 1997). Se la ha encontrado
también ocasionalmente en abrevaderos, fuentes
y charcas en las que existe renovacién continua de
agua (SERRA-COBO 1997, 2002; SERRA-COBO et
al. 1998, 2000). El periodo reproductor en esta es-
pecie comienza tras el deshielo, entre febrero y
abril. Las hembras depositan la puesta bajo pie-
dras, vegetacién, o en zonas del lecho del rio
donde la corriente es menos rdpida (SERRA-
COBO 1993; SERRA-COBO et al. 1998). Las larvas
se encuentran en arroyos de aguas rapidas, gene-
ralmente en el fondo al amparo de la corriente
(SERRA-COBO 1993) y permanecen en ellos hasta
el verano. Los juveniles tras la metamorfosis se
dispersan por los alrededores de los torrentes
(SERRA-COBO et al. 1998), sin embargo se desco-
noce cudnto se dispersan los juveniles o adultos
desde sus zonas de cria, pero esta dispersién debe
ser limitada considerando su distribucién frag-
mentada. Estos requerimientos ecoldgicos con-
trastan significativamente con los de R. temporaria,
especie que se reproduce principalmente en char-
cas y lagos, evitando cursos de aguas rapidas.

Rana pyrenaica se distribuye en la vertiente sur del
Pirineo central y occidental, desde el valle de Irati
en Navarra hasta el Parque Nacional de Ordesa y
Monte Perdido en Aragén. Existen varias localida-
des en Francia, en el bosque de Irati, pero cerca de
la frontera con Esparia (SERRA-COBO 1993; 1997,
2002; LLAMAS et al. 1994, 1998; ORTEGA-MAR-
TINEZ & FERRER-JUSTES 2000; DUGUET &
MELKI 2003), y recientemente se la ha encontrado
en una localidad francesa mas al norte (DUCHA-
TEAU et al. 2012). Se distribuye generalmente
desde los 1000 a 1800 metros de altitud (SERRA-
COBO 1993; VENCES et al. 1997; SERRA-COBO et
al. 1998, 2000), si bien el rango altitudinal abarca
desde los 500 m a los 2100 m (VIEITES & VENCES
2003; DUCHATEAU et al. 2012). Mediante andlisis
de unos pocos individuos con ADN mitocondrial,
se ha reportado una tinica mutacién en el cito-
cromo b, que sugiere un nivel de variabilidad ge-
nética muy bajo en la especie (CARRANZA &
ARRIBAS 2008). Sin embargo, no existen datos ge-
néticos para un niimero suficiente de ejemplares y
poblaciones, que cubran el drea de distribucién de
la especie, ni datos nucleares que confirmen esta
baja variabilidad genética.

A finales de los afios 90 y principios de los 2000,
Serra-Cobo y colaboradores realizaron varios es-
tudios para el gobierno de Aragén en los que car-
tografiaron detalladamente el drea de distribucién
de la especie. Desde entonces no ha habido un es-
tudio similar y se desconoce si ha habido cambios
en la distribucién de la especie. Sin embargo, ob-
servaciones aisladas de herpet6logos sugieren que
la especie ya no se encuentra en algunas de las lo-
calidades donde estaba presente hace 10 afios, ya
que no se han encontrado larvas, las cuales se de-
tectan muy fdcilmente en verano, y se han obser-
vado adultos muertos en zonas de crfa. La
aparicién y expansion de la quitridiomicosis, en-
fermedad ftingica que estd diezmando especies de
anfibios en todo el mundo, quizds sea la causa del
posible declive de las poblaciones de esta especie,
pero se carece de datos al respecto. Los datos dis-
ponibles de los 90 muestran una mayor densidad
poblacional hacia la zona central de distribucién
de la especie, mientras que ésta era baja en pobla-
ciones situadas en el limite oeste de distribucién
(Navarra), asi como en zonas de baja altitud (LLA-
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MAS et al. 1994; SERRA-COBO 2002). Tanto la
UICN como revisiones recientes (Bosch et al. 2009),
sugieren que la especie estd en declive continuo,
tanto en su drea de ocupacion, la extensién y cali-
dad de su hébitat como en el nimero de localida-
des. Por este motivo esta catalogada por la UICN
como especie en peligro de extincién y a nivel pe-
ninsular también. Sin embargo, se desconoce si ha
habido cambios significativos en el drea de distri-
bucién de la especie, asi como en las poblaciones
naturales en la tltima década. Todavia no estdn
claros los factores que limitan su distribucién geo-
grafica ni se ha evaluado el impacto potencial de
cambios en sus habitats tipicos o el impacto po-
tencial del Cambio Global en la especie. Conside-
rando la falta de informacién actualizada acerca
de la especie, asi como los indicios de que sus po-
blaciones pueden estar sufriendo un importante
declive, este proyecto se ha centrado en recabar
datos que nos permitan evaluar la situacién actual
de esta especie en peligro de extincién, y desarro-
Ilar las bases para una estrategia de conservacién
que ayude en la toma de decisiones. El Parque Na-
cional de Ordesa juega un papel fundamental en
la conservacion de la especie pues es el tinico que
alberga poblaciones de la misma.

En general, las hipétesis existentes hasta la fecha
sugieren que las poblaciones de anfibios pirenaicos
sufrieron contracciones poblacionales significati-
vas en el Pleistoceno, con posterior expansién y
mezcla en el Holoceno, basdandose en la homoge-
neidad genética asi como en el reducido ndmero
de alelos nucleares y haplotipos mitocondriales ob-
servados (ej. MONTORI et al. 2008; CARRANZA
& ARRIBAS 2008; VEITH et al. 2010). Los resulta-
dos de Mil4 et al. (2009) con Calotriton, asi como la
elevada variabilidad morfolégica observada en R.
temporaria, sugieren un patrén caracterizado por
un elevado grado de aislamiento entre poblaciones
refugio, baja dispersién y limitado flujo genético
durante el Pleistoceno. Las dos especies de ranas
pardas presentes en el Pirineo presentan patrones
de distribucién, ecologia e historia natural diferen-
tes y es posible que la historia reciente de sus po-
blaciones haya sido también distinta, con un solo
ntcleo durante el Pleistoceno desde el que R. pyre-
naica recoloniz6 el Pirineo, versus multiples refu-
gios en R. temporaria.
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Una de las predicciones de los modelos de calen-
tamiento global para especies de montafia es que
tenderdn a desplazarse hacia altitudes mayores a
medida que la temperatura media se incremente,
y que las primaveras (deshielo) se adelantardn y
los inviernos se retrasardn (MORITZ et al. 2008).
En especies de reproduccién explosiva como estas
ranas pardas, que en el Pirineo se reproducen
justo tras el deshielo, el adelantamiento de la pri-
mavera supondra que se reproducirdn antes, y
que los periodos de actividad se alargardn en el
tiempo. Afortunadamente, existen una serie de
localidades en las que E. Balcells determin la fe-
nologia de puesta de Rana temporaria entre las dé-
cadas de los 50 y 70 (BALCELLS 1976), asi como
datos de fenologfa de las mismas localidades de
principios de siglo (VIEITES 2003), que abren la
oportunidad de comparar con la presente década
que esta batiendo afio tras afio records de calen-
tamiento. De esta forma podemos evaluar si
existe una tendencia en el cambio de fenologia de
ranas pardas en el Pirineo, y su impacto potencial
en la conectividad entre poblaciones.

En los ultimos afios se ha avanzado mucho en el
marco tedrico de la ecologia del paisaje, especial-
mente en temas de conectividad espacial y aisla-
miento, que se han enriquecido con la
incorporacién de nuevos programas y andlisis ge-
néticos. Desde que Wright (1943) propusiese la
idea de que a mayor distancia geografica menor
conectividad entre poblaciones y por tanto mayor
diferenciacién genética (conocido como “aisla-
miento por distancia”), se ha testado esta hipétesis
en numerosos organismos, demostrando que es un
fenémeno comtn. En el reciente campo de la ge-
nética del paisaje, se ha introducido el concepto de
“aislamiento por resistencia” (MCRAE & BEIER
2007), que se define como la correlacién entre dis-
tancias genéticas y distancias de “resistencias”.
Una matriz de resistencias es simplemente una cla-
sificacion del paisaje en una funcién de probabili-
dad de uso de los diferentes componentes del
paisaje, de forma que en unos una especie podrd
cruzarlos al 100% (0 resistencia) y otros serdn ba-
rreras totales (100% resistencia). Esta relaciéon no
tiene que estar relacionada con la distancia geogra-
fica, ya que muchas barreras son puntuales y estdn
localizadas en sitios concretos.
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Recientemente se ha introducido otro concepto
nuevo que es el de “aislamiento por el medio am-
biente” (IBE, Isolation By Environment). Se define
como el patrén en el que la diferenciaciéon gené-
tica entre poblaciones se incrementa en relacién a
diferencias ambientales, independientemente de
la distancia geogrdfica (WANG & SUMMERS
2010; BRADBURD et al. 2013; SEXTON et al. 2014;
WANG & BRADBURD 2014). En la reciente revi-
si6n de Wang & Bradburd (2014), se identifican
los procesos que pueden generar IBE, que inclu-
yen ejemplos de variacién clinal de temperatura,
seleccién natural o sexual en contra de inmigran-
tes, reduccién del fitness de hibridos o dispersién
sesgada entre hdbitats. Una de las conclusiones a
las que llegan es que la variacién temporal en
cambios en el medio ambiente que afecte a la co-
nectividad entre poblaciones no se ha investigado
suficientemente. Los estudios para los que hay
datos se han centrado en series temporales con
muestras de diferentes periodos de tiempo (datos
histéricos de museos frente a datos recientes). Sin
embargo, todavia no hay estudios que incorporen
la variacién espacio-temporal fenolégica, a lo
largo de un mismo ciclo anual, que se dan en
zonas de gradientes climdticos importantes como
son los grandes sistemas montafiosos. La incor-
poracién del factor espacio-temporal nos permite
elaborar diferentes escenarios de conectividad en
funcién del clima, incorporando el impacto po-
tencial del calentamiento global a la gestién de
poblaciones.

En este proyecto nos hemos centrado en aclarar
la situacién actual, distribucién, variacién gené-
tica y morfolégica, mortalidad y amenazas poten-
ciales en rana pirenaica, la tnica especie de
anfibio en peligro de extincién del Pirineo, inte-
grando diferentes metodologias. Asimismo, se
han generado datos genéticos y fenoldgicos que
han servido para comparar los patrones de rana
pirenaica con los de la rana bermeja. Para ambas
especies se han generado modelos de conectivi-
dad espacial para el Pirineo, incorporando el
componente temporal bajo dos escenarios reales
climdticos, que nos permite evaluar el impacto
del calentamiento global en la conectividad y su-
pervivencia de poblaciones. Estos datos se discu-
ten en el contexto de la estrategia de conservacién

de rana pirenaica y el papel central que debe
jugar el Parque Nacional de Ordesa y Monte Per-
dido en la misma.

MATERIALES Y METODOS

Distribucién y situacién actual de la rana
pirenaica en toda su area de distribucién.

Entre la primavera de 2010 hasta el otofio de 2013
se realizé un exhaustivo trabajo de campo en toda
el drea de distribucién conocida de rana pirenaica
en el Pirineo. Se han revisitado todas las localida-
des histéricas donde se ha registrado la especie,
recogidas en varios informes inéditos del Go-
bierno de Aragén desde 1997 a 2004 e informes
del Gobierno de Navarra, asi como multitud de
zonas donde no se habia citado la especie pero
podria encontrarse en ellas. También se incluye-
ron zonas de Francia donde podria encontrarse la
especie, asi como las localidades donde se ha ci-
tado hasta la fecha en articulos. Para determinar
las nuevas zonas a muestrear, a partir de los datos
histéricos de distribucién se realiz6 un modelo de
distribucién potencial en Maxent para determinar
las zonas donde potencialmente se podria encon-
trar la especie. Se visitaron tanto localidades his-
téricas como zonas nuevas, si bien aquellas
localidades donde se registré la presencia histé-
rica de la especie y en las que en 2010 no fue loca-
lizada por nosotros, fueron visitadas de nuevo en
2011, 2012 y 2013 para confirmar la ausencia real
de la especie en la zona.

El periodo de actividad de la rana pirenaica co-
mienza en marzo-abril y termina en otofio. El
mejor periodo para detectar la especie es en la pri-
mavera temprana, cuando los adultos se estan re-
produciendo, hasta el mes de Junio cuando los
renacuajos todavia estdn en el agua. Por ello, nos
planteamos realizar varias visitas a las localida-
des donde se ha detectado la especie a lo largo del
afo, a fin de poder detectar no sélo la presencia
de la especie sino su reproduccién y presencia de
larvas. El muestreo consisti6 en la visita de loca-
lidades a pie o en vehiculo todoterreno siempre
que fue posible. Muchas localidades se encontra-
ban en laderas escarpadas y localidades lejos de
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vias de comunicacién por lo que fue necesario re-
alizar vivacs en esa zona. Se realizaron transectos
por rios, arroyos, pequefios torrentes y manantia-
les, localizando adultos, puestas y larvas de la es-
pecie a medida que se iba recorriendo la zona. En
estos transectos se contaron el nimero de puestas,
larvas, juveniles y adultos de rana pirenaica, ano-
tando su situacién precisa mediante GPS. El
muestreo fue intensivo e incluy6 la fotografia su-
bacudtica para detectar puestas que suelen estar
bajo piedras (Figura 1). De cada localidad se re-
cogieron datos del medio y se tomaron fotografias
del entorno. Estos datos incluyeron el tipo de sus-
trato de fondo del arroyo, las caracteristicas de los
margenes, tipo de vegetaciéon dominante, geolo-
gia, presencia de algas, tricépteros y otras espe-
cies de anfibios, presencia de peces, frecuencia
humana y de ganado.

A fin de tener una aproximacién al tamarfio po-
blacional por localidad, se realizaron estimas de
densidad relativa de adultos reproductores en
base a observaciones de puestas, adultos y rena-
cuajos. Estas estimas permiten tener por primera
vez una idea aproximada del nimero de indivi-
duos reproductores de la especie en cada locali-
dad. Dado que es imposible un programa de
marcaje y recaptura en toda el drea de distribu-
cién, se ha utilizado una aproximacién en fun-
cién del ntiimero de puestas, larvas censadas en

Figura 1. Puestas de rana pirenaica.

Figure 1. Clutches of the Pyrenean frog.
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cada muestreo y su distribucién en los arroyos.
Durante el periodo reproductor se localizaron
puestas de ranas, se contaron una a una en cada
arroyo y se geo-referenciaron. Dado que es pro-
bable no detectarlas todas (véase Fig.1), se visi-
taron las localidades varias veces avanzada la
estacion para localizar masas de renacuajos. En
muchos casos, las larvas de una puesta estdn
agrupadas en el arroyo en pequefias masas de re-
nacuajos pequefios (cuando atin no nadan bien)
y cada agrupacién constituirfa una puesta. En al-
gunos casos, estimar directamente el nimero de
puestas no es posible pues las larvas se encuen-
tran dispersas en el arroyo, o bien, tras una riada,
se concentran en los tramos bajos, por ello, en
2012 y 2013 hemos realizado el esfuerzo de revi-
sitar muchas localidades al principio de la tem-
porada de cria para localizar las puestas y asf
estimar el nimero de hembras reproductoras
mejor, ya que cada hembra pone solo una puesta.
Tras estos afios, hemos conseguido tener una es-
tima bastante realista del nimero de puestas y
por tanto de hembras reproductoras en los tra-
mos de arroyos muestreados. Para tener una es-
tima del ntimero de adultos totales se empleo el
sex ratio disponible para la especie, con lo que
podemos tener una estima aproximada de los ta-
manos poblacionales, obteniendo un valor mi-
nimo y mdaximo de individuos adultos
reproductores para cada localidad estudiada.
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Para todos los adultos capturados de rana pire-
naica se tomaron una serie de medidas morfol6-
gicas in situ. En total se midieron 10 variables
morfométricas que habitualmente se toman en
anfibios, y que incluyen diferentes medidas de la
longitud de las extremidades, tamafio corporal,
medida del timpano, extensién de membranas in-
terdigitales y peso. Se tomaron fotografias digita-
les a escala para constatar el patrén de coloracién
y el grado de melanismo de los especimenes.

Estimas de supervivencia de larvas y
presencia de quitridiomicosis

En varias poblaciones de rana pirenaica se realizé
un monitoreo durante 2012 y 2013 de la supervi-
vencia de las larvas, para obtener datos prelimi-
nares de la influencia del hébitat en la
supervivencia en afios secos y cdlidos versus hu-
medos y mas frios. Se escogieron diferentes tipos
de habitat y se realizaron conteos directos de hue-
vos, y renacuajos hasta la metamorfosis. Me-
diante andlisis no paramétricos de supervivencia
de Kaplan-Meier implementados en SPSS v21
(IBM 2012), se realizaron estimas de superviven-
cia a lo largo del tiempo.

Para determinar la presencia del hongo Batracho-
chytrium dendrobatidis, causante de la enfermedad
quitridiomicosis, se tomaron swabs de piel de
todos los adultos capturados, asi como de la boca
de renacuajos a lo largo de todo el drea de distri-
bucién de rana pirenaica. Se extrajo el ADN de
estas muestras mediante kits (Qiagen) y se reali-
zaron PCRs con cebadores especificos por dupli-
cado para detectar la presencia de este hongo. Las
PCR consistieron en una primera amplificacién
del 18S al 285 (GOKA et al. 2009), seguida de otra
PCR anidada con cebadores especificos para la re-
gion del ITS (ANNIS et al. 2004).

Analisis genéticos

En todas las localidades muestreadas se cogieron
muestras para andlisis genéticos. En el caso de las
ranas adultas, se colect6 una falange de un dedo
de la pata anterior, tratando la herida con antisép-
tico para evitar posibles infecciones. En el caso de
los renacuajos, se cort6 un trocito de cola de cada

individuo muestreado y se preservé en etanol
99%. Para evitar la transmisién de enfermedades
entre localidades, se utilizaron guantes de nitrilo
y procedi6 a la limpieza sistemadtica de todo el
equipo que hubiera podido entrar en contacto con
el agua (ropa, calzado, redes, etc.) con lejia diluida
y productos fungicidas.

Se extrajo el ADN mediante kits de extraccién
(Quiagen). La concentracién de cada muestra se
estimé mediante un espectrofotémetro y se ajust6
la misma en todas las muestras para homogenei-
zar las concentraciones. Para Rana temporaria los
marcadores habituales funcionaron sin proble-
mas, e incluyeron un marcador mitocondrial y
uno nuclear para muestras de Pirineos y de toda
Europa, y microsatélites. Sin embargo, los anélisis
genéticos de Rana pyrenaica acabaron siendo todo
un reto por el hecho de que la especie no tiene
apenas variabilidad genética (ver resultados). Pri-
mero se testaron 15 microsatélites de rana ber-
meja en pirenaica de los cuales 10 amplificaron
bien en la misma, si bien al secuenciarlos no mos-
traron casi variabilidad dentro de rana pirenaica.
Amplificamos también los marcadores nucleares
usados comtinmente en ranas y tampoco hubo
variacién. Dado que un estudio anterior encontré
una sola mutacién mitocondrial en tres fragmen-
tos estudiados en unos pocos individuos (CA-
RRANZA & ARRIBAS 2008), secuenciamos
cuatro genomas mitocondriales completos, co-
rrespondientes a dos individuos del limite de dis-
tribucién Este (Aragén), y dos del Oeste
(Navarra). Se desarrollaron cebadores especificos
para las regiones que presentaban mutaciones y
se amplificaron en una muestra 48 especimenes a
lo largo del rango de distribucién de la especie.
Dada la baja variacién mitocondrial de la especie,
exploramos el genoma nuclear para encontrar va-
riacién intraespecifica, que incluyé la secuencia-
cién del transcriptoma de dos individuos de los
limites occidental y oriental de la especie, y desa-
rrollo de marcadores de genes con variacién ge-
nética e intrones.

Las librerfas para secuenciacién NGS se prepara-
ron mediante el kit NEBNext Ultra RNA Library
Prep Kit for Illumina y se secuenciaron en un Illu-
mina Hi-seq en el Parque Cientifico de la UAM.
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Las secuencias obtenidas por librerfa fueron de
unos 28 y 32 millones de secuencias en el indivi-
duo de Navarra y de Aragon, respectivamente. El
procesado bioinformdtico previo al ensamblado
del transcriptoma se llevé a cabo utilizando he-
rramientas implementadas a tal efecto en la pla-
taforma virtual Galaxy instalada localmente en
nuestro claster de computacién (GIARDINE et al.
2005; GOECKS et al. 2010). Las secuencias obteni-
das se filtraron por los identificadores de cada li-
brerfa, y éstos adaptadores se eliminaron
bioinformaticamente. El control de calidad se re-
alizé con FastQC, y se utilizé la herramienta
“Trimmomatic (versién 0.32.2)” (BOLGER et al.
2014), para limpiar las secuencias en funcién de
la calidad de cada base. Dado que no hay geno-
mas de referencia para esta especie o préximas fi-
logenéticamente, se realizé un ensamblaje de
novo de los transcriptomas mediante Trinity (ver-
sién: 2.0.6) (GRABHERR et al. 2011; HAAS et al.
2013). Los transcriptomas resultantes de cada in-
dividuo se alinearon entre si en Geneious, y se
identificaron 25 loci con variacién genética que
pudieran ser utilizados para andlisis filogeogra-
ficos. Se disefiaron cebadores especificos y se am-
plificaron en 48 especimenes. Con estos datos se
estudi6 la variacion genética en el drea de distri-
bucién de la especie.

Variacién interanual en la fenologia
reproductora

Elinicio del periodo reproductor anual de R. tem-
poraria difiere en hasta 89 dias entre poblaciones
de baja y alta montaiia en el Pirineo (VIEITES
2003). Las ranas comienzan la actividad repro-
ductora en charcas y lagos justo tras el deshielo,
a menudo cuando todavia nieva, siendo en oca-
siones dificil llegar a las zonas de reproduccién
sin los medios adecuados. En el Valle de Tena,
dada la existencia de datos antiguos de Enrique
Balcells para la fenologfa de puesta en los afios 70
del pasado siglo (BALCELLS 1976), y los de 2001
para la misma zona (VIEITES 2003), en 2012 y
2013 se visitaron exactamente las mismas locali-
dades para determinar cudndo comienza la repro-
duccién de las ranas en éstas y poder realizar
andlisis comparados. Un miembro del equipo
vivié varios meses en la zona a fin de poder reco-
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pilar los datos necesarios en el gradiente altitudi-
nal, visitando también las localidades donde rana
pirenaica estd presente. En estas visitas se deter-
miné cudndo y dénde se estaban reproduciendo
las ranas. Con un GPS se han guardado las loca-
lizaciones de las charcas y zonas inundables
muestreadas. A partir de estos datos se realizaron
regresiones lineales para determinar la relacién
entre el inicio del periodo reproductor y la altitud
en diferentes afios.

Para evaluar tendencias en la evolucién de la tem-
peratura y precipitacién en el Pirineo central, se
solicitaron los datos brutos histéricos de todas las
estaciones meteorolégicas disponibles en la Agen-
cia Espariola de Meteorologfa. Se realizaron ana-
lisis de Mann-Kendall que permiten detectar
tendencias de cambio en precipitacién y tempe-
ratura, a partir de los cuales se realizaron extra-
polaciones hacia el futuro para obtener escenarios
climéticos realistas a nivel local.

Anilisis de conectividad espacio-temporal
en diferentes escenarios climaticos

Para analizar la conectividad espacial entre po-
blaciones, primero se elaboraron matrices de
coste a partir de cuatro conjuntos principales de
datos de los que a su vez derivaron dos mds: 1)
Mapa de cobertura vegetal y ocupacién del
suelo con una resolucién de 100x100 metros pro-
veniente del programa europeo Corine Land
Cover (versién 2006); 2) Mapa de modelo digital
del terreno con una resolucién de 90x90 metros
proveniente de la Shuttle Radar Topography
Mission de la NASA del cual derivamos un
mapa de altitud a partir del cual se generé otro
mapa de pendientes; 3) Mapa de charcas y lagos
con presencia de la rana bermeja o en el caso de
pirenaica arroyos en base a trabajo de campo, y
lagos dénde las especies estdn ausentes; 4) Mapa
de embalses y presas proveniente del IGN (Ins-
tituto Geografico Nacional). Se reescalaron todos
los mapas a 100x100 metros de resolucién en for-
mato raster. En el caso de la rana bermeja, exis-
ten datos para la zona de preferencia de hébitats
(VENCES et al. 2000), que fueron empleados
para reclasificar el mapa de cobertura vegetal:
En el caso de la rana pirenaica, se emplearon las
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frecuencias observadas en base a todas las loca-
lidades muestreadas (ausencias y presencias)
para reclasificar la capa. Esta reclasificacién se
realizé en una escala porcentual, en la que los
valores del cien por ciento representan una alta
conductancia o total permisividad en la matriz
para el movimiento de los individuos, frente a
valores de cero por ciento que representan las
superficies de menos conductancia, es decir nula
permisividad de la matriz al movimiento de los
individuos actuando como una barrera. La capa
de altitud se re-clasificé en funcién del rango al-
titudinal real de las especies en Pirineos, con va-
lores de cero dispersion fuera del rango
altitudinal, y 100 dentro del mismo. La capa de
pendientes se reclasificé de la misma forma en
base a los datos obtenidos de todas las localida-
des muestreadas. Los peces son grandes depre-
dadores acudticos que imposibilitan la
reproduccién de las ranas, asi como su disper-
sién a través de ellos, por lo tanto los cuerpos de
agua con presencia de peces fueron reclasifica-
dos como 0, actuando como barreras. Final-
mente, las charcas y lagos libres de peces, pero
en los que la presencia de rana bermeja no fue
detectada fueron clasificados como 100, es decir
total conductancia. Se realizaron matrices de
coste globales con permutaciones de estos pard-
metros, para medir el impacto potencial de todas
las combinaciones posibles de variables en la co-
nectividad espacial entre poblaciones.

Durante el desarrollo del proyecto tuvimos la
suerte de que 2012 fue un afio seco, con deshielo
rapido y poca nieve, mientras que 2013 fue un
afio humedo, mds frio y con mucha nieve que su-
puso un deshielo més tardio. Esto nos permitié
comparar el impacto de dos escenarios climéticos
reales muy diferentes en la fenologfa y conectivi-
dad espacial. Para incorporar el pardmetro tem-
poral a los modelos, se reclasificé la matriz en
funcién de la disponibilidad de hébitat a lo largo
del tiempo. Con las ecuaciones de regresién del
inicio del periodo reproductor en 2012 y 2013, que
estdn directamente relacionadas con el deshielo
altitudinal, generamos matrices de coste bi-men-
suales. Utilizando las ecuaciones de regresion re-
clasificamos la capa de altitud representando
espacialmente el inicio del periodo reproductor.

El periodo reproductor es de unos 20 dfas, tras el
que los adultos se dispersan durante un tiempo,
excepto en zonas de alta montafia donde perma-
necen en ibones (VIEITES 2003; VIEITES et al.
2004). Por ello se generaron escenarios bimensua-
les solapados entre si, que permiten la posibilidad
de dispersién entre zonas, y en los que el habitat
no disponible por innivacién en cada periodo y
para cada afio se reclasificé con valor cero. Estos
mapas de disponibilidad temporal del habitat bi-
mensuales se multiplicaron por las matrices de
coste que se habian generado anteriormente, para
generar nuevos escenarios que incorporan el fac-
tor temporal a las mismas.

RESULTADOS

Distribucién y situacién actual de la rana
pirenaica en toda su drea de distribucion.

La distribucién histérica de rana pirenaica estd
disponible en el Atlas de Anfibios y Reptiles de la
Peninsula Ibérica del Ministerio de Medio Am-
biente como malla UTM de 10x10 kilémetros,
pero nunca se ha recopilado toda la informacién
de las localidades precisas con presencia de la es-
pecie. En total fueron visitadas 357 localidades,
incluyendo la préctica totalidad de las localidades
histéricas de presencia de la especie, y confir-
mando la ausencia tras varias visitas a algunas lo-
calidades histéricas. Se han localizado 23
localidades nuevas para la especie distribuidas
por los valles de Ans6, Tena, Vié; Acumuer, Buja-
ruelo y Hecho, asi como una nueva poblacién ais-
lada en Francia. Esto supone una ampliacién del
drea de distribucién de la especie en cinco cuadri-
culas UTM en Espaiia (Figura 2).

Las nuevas localidades completan el drea cono-
cida de distribucién de la especie amplidndola
hacia el oeste y al sur. En el caso de la cuadricula
30TXN84, correspondiente al Valle de Hecho, la
nueva localidad encontrada es de especial rele-
vancia. En el valle de Hecho nunca se habia en-
contrado la especie hasta ahora, a pesar del gran
esfuerzo de muestreo en afios anteriores. Existe
una discontinuidad en el drea de distribucién de
la especie entre el ntcleo oriental y occidental, y
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esta nueva localidad acorta esa distancia entre nu-
cleos. En las cuadriculas 30TXN83 y 30TXN93,
entre los dos ntcleos poblacionales, no se ha en-
contrado la especie a pesar de los intensivos
muestreos en la zona.

En la figura 3 se muestra el intenso esfuerzo de
muestreo realizado durante el estudio. Se ha bus-
cado la especie en 357 localidades de montafia, lo-
calizéndola en 165 arroyos, muchos de ellos en
cabeceras de valles de dificil acceso. La distribu-
cién de localidades muestra claramente dos nt-
cleos desconectados espacialmente entre si,
territorio en el que se ha encontrado la nueva lo-
calidad mencionada en el Valle de Hecho y nin-
guna mds por el momento. En 2012 y 2013 hemos
re-visitado muchas de las localidades, tanto his-
téricas sin detectar la especie como en las que la
hemos detectado, a fin de confirmar ausencias, in-
tentar detectar nuevas presencias, y recabar datos
de niimero de puestas para estimar tamafios po-
blacionales. Hay que destacar que en varias loca-
lidades histéricas no se ha vuelto a localizar la
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especie (30), y de especial relevancia son las loca-
lidades préximas a Villantia. La especie se descri-
bi6 a partir de ejemplares de esta zona, sin
embargo en todo el valle no encontramos ningan
individuo en 2010 y unos pocos tras un intenso
muestreo en 2011 en un solo punto, y de nuevo
en 2013. La reproduccién se confirmé tras encon-
trar un tnico renacuajo en el mes de Junio, lo cual
indica que la especie estd prdcticamente extinta
en este valle.

Las estimas de densidad relativa de Rana pyre-
naica sugieren que en la zona muestreada (31
km de arroyos de montafia) la poblacién de
adultos reproductores estarfa entre 630 y 1320
individuos. En cuanto a la estima global, extra-
polando al hébitat potencial disponible (210
km de arroyos sin peces) podria haber una po-
blacién estimada entre 13300 y 16500 indivi-
duos adultos. Los resultados indican que la
especie es mds abundante en Aragén, con un
patrén general de poblaciones pequefias con
alto grado de fragmentacion (Figura 4). Existen
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Figura 2. Mapa de distribucién de Rana pyrenaica en base a cuadriculas UTM 10x10 km, mostrando las nuevas cua-
driculas de presencia de la especie. La flecha indica las nuevas poblaciones francesas.

Figure 2. Distribution map of Rana pyrenaica based on 10x10 km UTM grid squares, showing the new squares with presence

of the species. The arrow indicates the new French populations.
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FRANGCE

Figura 3. Localidades muestreadas entre 2010 y 2013, indicando aquellas en las que se detect6 la especie (verde) y
en las que no se ha detectado (rojo).

Figure 3. Sampled localities between 2010 and 2013, showing the ones where the species was detected (green) and the ones
where it was absent (red).

ESPARA

Figura 4. Estima de adultos por localidad para todo el drea de distribucion de rana pirenaica.

Figure 4. Adult estimates per locality for the whole distribution range of rana pirenaica.
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13 localidades con una densidad elevada de in-
dividuos, dos de ellas dentro del Parque Na-
cional de Ordesa y Monte Perdido, y una
proxima (Salto del Pix).

La variacién fenotipica en la especie es pequefia
en todo el drea de distribucidn, si bien se ha en-
contrado una correlacién significativa entre la al-
titud y la disminucién del tamafio del tfmpano
(p<0.01), no existiendo correlaciones significati-
vas con las demds variables analizadas.

«Conservacién de las ranas pardas, rana pyrenaica y rana temporaria, en el Pirineo»

Estimas de supervivencia de larvas y
presencia de quitridiomicosis

Durante 2012 y 2013 se realizé un monitoreo con-
tinuo de varias poblaciones de ranas localizadas
en lugares con diferentes caracteristicas: zonas lla-
nas con pozas donde se reproducen y secan en
afios poco lluviosos, rios con pozas profundas
que tienen agua todo el afio, y rio forestal con
pozas someras. En la figura 5 se muestra la com-
paracién entre afios para este tipo de ambientes.
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Figura 5. Modelos de supervivencia de fases larvarias entre diferentes aflos y ambientes para rana pirenaica. Superior izquierda,
ambiente abierto, de pradera llana con pozas someras que se secan en veranos cdlidos. Superior derecha, ambiente forestal con pozas
permanentes profundas. Inferior izquierda, ambiente forestal con pozas someras. Inferior derecha, comparacién de la mortalidad
en cinco localidades en 2013, mostrando en gris los periodos de lluvias torrenciales.

Figure 5. Survival models of larval phases between different years and environments. Top left, open environment, flat prairies with shallow ponds
that dry out in hot summers. Top right, forest environment with deep permanent ponds. Bottom left, forest environment with shallow ponds.
Bottom right, comparison of mortalities between five localities during 2013, showing in grey periods of strong storms and floods.
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El 2012 fue muy seco y la mortalidad en el pri-
mer tipo de ambiente fue enorme comparada
con 2013, en el que las pozas no se secaron. En el
arroyo forestal de pozas profundas, siempre
hubo agua, no observdndose diferencias entre
afios y siendo la supervivencia alta (80%). En
ambiente forestal de pozas someras, la mortali-
dad a partir de cierto momento se incrementa
significativamente, coincidiendo con lluvias to-
rrenciales que barren los renacuajos arroyo abajo.
En el dltimo recuadro de la figura se compara la
supervivencia de 5 localidades en 2013 de dife-
rentes caracteristicas, en las que se observa que
cuando se producen lluvias torrenciales se pro-
duce una mortalidad masiva de renacuajos en
varias localidades.

Los andlisis realizados han detectado la presencia
del hongo Batrachochytrium dendrobatidis (BD) en
todo el drea de estudio, incluyendo el Parque Na-
cional de Ordesa y Monte Perdido. En la figura 6
resume el patrén de distribucién de muestras po-
sitivas en rana pirenaica. Se analizaron 666 indi-

viduos de rana, detectando positivos en el 27,6%
de las muestras analizadas. La enfermedad esta
en muchas poblaciones, a lo largo de todo el drea
de distribucién de la especie. Al analizar por
zonas, vemos que solo hay tres dreas en las que
no se ha detectado la presencia del quitrido, si
bien son todas zonas periféricas donde la densi-
dad de ranas es muy baja. En el resto se ha detec-
tado en todas, siendo Escuain en la que hay mds
proporcién de individuos con BD. No se han ob-
servado mortalidades masivas de adultos du-
rante el periodo de muestreo, si bien Ia
detectabilidad de adultos es baja, dada la baja
densidad por poblacién excepto en 13 localidades
donde es abundante.

Analisis genéticos

La rana bermeja, R. temporaria, presenta una alta va-
riabilidad genética en toda su drea de distribucién,
con los linajes mds antiguos localizados en la Pe-
ninsula. El andlisis filogeogréfico en todo su drea
de distribucién (VENCES et al. 2013), muestra que

Figura 6. Porcentajes de inciden-
cia de Batrachochytrium dendroba-
tidis (BD) por zonas. Las barras
indican la cantidad y la propor-
cién de muestras positivas y ne-
gativas por localidad.

Figure 6. Prevalence of Batracho-
chytrium dendrobatidis (BD) in
percent for different areas. Bars
show quantity and proportion of
positive and negative samples per
locality.

6%
Pre-Pirinea Ara

Acumuer

245



VIEITES, D. R. Y COLS

en genes mitocondriales hay 5 grandes linajes.
Entre los linajes que ya se conocian, hay uno en el
este de Europa hasta Alemania, que es el grupo her-
mano de otro Europeo que abarca desde Alemania
a los Pirineos, incluyendo Irlanda, Italia y Croacia.
El grupo hermano a estos incluye un linaje cono-
cido, que corresponde a Rana temporaria parvipal-
mata de Galicia y parte de Asturias, y se ha
encontrado un linaje nuevo en la cordillera canta-
brica. Por tltimo, el linaje més basal y divergente
se ha descubierto en Pirineos, en Benasque, aunque
la distribucién real de estos dos nuevos linajes en-
contrados es desconocida. La rana bermeja se en-
cuentra ampliamente distribuida en el Pirineo, sin
embargo no la hemos encontrado dentro de los li-
mites del Parque Nacional de Ordesa y Monte Per-
dido. Aparece en Bujaruelo cerca del Parque, pero
no en los valles interiores.

La rana pirenaica ha sido uno de los organismos
mids desafiantes con los que hemos trabajado en la
vida. No encontramos variacién genética en mar-
cadores tradicionales, ni intrones usado comun-
mente en ranas, ni en microsatélites desarrollados
para rana bermeja. Tras secuenciar cuatro geno-
mas mitocondriales completos, en aprox. 17000
pares de bases encontramos nueve posiciones va-
riables. Teniendo en cuenta que en R. temporaria
hay mds variacién en 100 pares de bases del cito-
cromo b que en toda la especie R. pyrenaica, pode-
mos decir que la rana pirenaica es homogénea
genéticamente. Aunque inicialmente no estaba
previsto en el proyecto, a fin de encontrar variabi-
lidad en el genoma de esta especie, se secuencia-
ron dos transcriptomas para la especie (uno de
Navarra y otro de Aragoén), y se obtuvieron multi-
ples marcadores con variabilidad entre el indivi-
duo de Navarra y el de Aragén. Tras amplificar 25
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de estos marcadores en 48 individuos, incluyendo
algunos intrones entre exones, detectamos cierta
variacién genética si bien se han encontrado los
mismos alelos en la zona oriental y occidental, su-
giriendo que no hay una separacién completa de
linajes (incomplete lineage sorting). Por ejemplo, en
la figura 7 se muestran los alelos detectados en
uno de los marcadores nucleares mds variables,
coloreados por regiones, y se puede apreciar que
la variacion genética no estd definida por zonas
geogréficas. Los datos obtenidos sugieren una ho-
mogeneidad genética en marcadores nucleares.

Variacién interanual en la fenologia
reproductora

Para todos los periodos analizados se ha obser-
vado una correlacién positiva y muy significa-
tiva entre el inicio del periodo reproductor de
ranas y la altitud (1970s, R?= 0,774; 2001, R?>=
0,871; 2012, R*= 0,806; 2013, R?>= 0,949). Sin em-
bargo, las pendientes de las rectas son muy di-
ferentes. La variacién del inicio es menor en
zonas mds bajas, si bien a partir de los 2000 me-
tros, puede haber diferencias de casi dos meses
entre afios secos y himedos, lo cual es muy im-
portante a tener en cuenta en la biologfa de estas
especies. Los afios 2012 y 2013 han sido radical-
mente diferentes climaticamente, uno muy seco
y cdlido y el otro muy humedo y frio, respecti-
vamente. Climdticamente, 2013 fue parecido al
clima de los afios 70, mientras que 2012 repre-
senta las condiciones que se esperan que sean
habituales en los préximos afios.

Cuando trasladamos estas ecuaciones a la geogra-
fia, obtenemos los siguientes modelos de inicio
del periodo de puesta en funcién de la altitud

B ‘Western ranga
B Easlern ranga
H France

Figura 7. Red de alelos en un
marcador nuclear anénimo va-
riable para rana pirenaica.

Figure 7. Allele network for an
anonymous nuclear marker for the

pyrenean frog.
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Figura 8. Modelos de inicio del
periodo reproductor de ranas
pardas en el Pirineo en diferen-
tes afos en funcién de la altitud.

Figure 8. Beginning of breeding
season models for brown frogs in
the Pyrenees in different years rela-
ted to elevation.

para los diferentes periodos estudiados (Figura
8). En afios como el 2012, muy célido, se adelant6
mucho el periodo de puesta con respecto a los 70s
0 2013, que en zonas altas se inici6 unos dos
meses mds tarde.

El afio de mayor mortalidad (2012), fue el afio en
el que las ranas se reprodujeron més pronto. Para
comprobar si el patrén en el futuro va a ser el del
afio 2012 o bien el de 2013, se analizaron las ten-
dencias climdticas en base a los datos de estacio-
nes de la AEMET para el Pirineo Central. Los test
de Mann-Kendall sugieren que las temperaturas
minimas y mdximas estdn sufriendo un incre-
mento significativo, con una estimacién de incre-
mento de 2°C para el 2100, mientras que la
precipitacion no muestra diferencias significati-
vas en su tendencia. Estos andlisis sugieren que
los escenarios futuros irdn mds en la linea del afio
2012 que de 2013 o los afios 70.

Anilisis de conectividad espacio-temporal
en diferentes escenarios climaticos

Los andlisis de conectividad espacial sugieren
un escenario de elevada fragmentacién pobla-
cional en rana pirenaica. Uno de los factores que
mas influyen en la conectividad es la presencia
de peces. En la figura 9 se muestra uno de los
mejores modelos de conectividad para rana pi-
renaica. En el modelo se ha incluido un buffer de
2 kilémetros alrededor de cada localidad como
limite de dispersion individual. En este modelo
se observa la desconexién efectiva entre el ni-

cleo occidental y oriental, asi como varias zonas
que hemos agrupado en unidades de gestién po-
tenciales. En el sector occidental hemos identifi-
cado tres zonas aparentemente no conectadas
entre si: 1) Irati, 2) Navarra Centro, y 3) Navarra
Este hasta Hecho en Aragén. No se han encon-
trado poblaciones que sugieran que existe conec-
tividad actual entre ellas, si bien no estan lejanas
entre si y seria posible establecer conexiones
entre ellas mediante establecimiento de pobla-
ciones intermedias. La zona 4 corresponde al
sector oriental en Villanta, donde hemos cons-
tatado la practica desapariciéon de la especie por
razones desconocidas: no se ha detectado el
hongo quitrido pero la poblacién es muy baja y
ha desaparecido de muchas localidades. La uni-
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Figura 9. Modelo de conectividad espacial para rana pirenaica
con los siete nticleos principales desconectados entre si.

Figure 9. Spatial connectivity model for the Pyrenean frog, highligh-
ting the seven main areas disconnected from each other.
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dad 5 corresponde a la vertiente oeste del Valle
de Tena. No hay diferencias genéticas entre las
poblaciones de las dos orillas del rio Géllego, si
bien los modelos detectan la falta de conectivi-
dad reciente debido a barreras como grandes
embalses y presencia continuada de peces que
impiden la conectividad actualmente. La zona 6
es la mds amplia e incluye desde la orilla Este del
rio Géllego hasta Ordesa, con muchas poblacio-
nes dentro del PNOMP, aunque con incidencia
alta del quitridio. Por dltimo, las poblaciones de
la zona de Fiscal (7) parecen no estar conectadas
con el resto, fragmentacién que probablemente
hay ocurrido hace poco, e incluyen algunas de
las mejores densidades para la especie.

«Conservacion de las ranas pardas, rana pyrenaica y rana temporaria, en el Pirineo»

Para evaluar el impacto potencial del cambio cli-
matico en la conectividad, se realizaron modelos
espacio temporales para los diferentes afios con
datos de fenologia. Cuando incorporamos el
factor temporal, vemos que los modelos de co-
nectividad espacial muestran diferencias signi-
ficativas entre sf al incorporar la fenologia. En
la figura 10 se muestran los modelos bi-mensua-
les, correspondientes a tres periodos compara-
dos para el afio 2012 y 2013, para el valle de
Tena y Rana temporaria.

En 2012 se derriti6é la nieve en febrero, comen-
zando la reproduccién, y las primeras poblacio-
nes de baja montaiia al Este del rio Gallego

2012

Marzo - Abril
Y.

Figura 10. Comparacién de modelos bi-mensuales
de conectividad espacial para la rana bermeja en
2012 y 2013. Se incluyen como ejemplo tres pe-
riodos, en los que la conectividad va desde baja
(colores verdes) a alta (colores anaranjados).

Figure 10. Bi-mensual spatial connectivity model
comparison for the common frog in 2012 and 2013.
We show as an example three periods in which the
connectivity spans from low (green colors) to high
(orange colors).
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muestran cierta conectividad potencial. En
marzo-abril, la conectividad es importante y el
drea disponible con ranas activas es grande, con
conexiones potenciales entre ambas orillas del rio
a través de los hayedos de Sallent de Gallego. En
abril-mayo, la actividad reproductora ocurre en
poblaciones de mayor altitud, las cuales no estan
muy conectadas entre si, y tampoco con las que
estaban disponibles en marzo-abril. Por dltimo,
en mayo-Junio se reproducen las ranas en alta
montafia y hay cierto grado de conectividad entre
algunas poblaciones pero el Circo de Piedrafita y
el valle lateral de Panticosa no estdn conectados.
Como contraste a 2012, en 2013 la reproduccién
comenzd més tarde, con nula conectividad en
marzo-abril. Desde abril a Junio existe conectivi-
dad en las poblaciones al Oeste del rio Gallego en
zonas de media montafa, sin embargo el patrén
es distinto a 2012 pues no existe conexién con la
orilla oriental del rio. En Junio-Julio se inicia la ac-
tividad en zonas de alta montafia, con un patrén
de conexién similar al de abril-mayo de 2012. Por
altimo, las tltimas poblaciones que se reproduje-
ron en Julio muestran muy poca conectividad
entre zonas de alta montafia entre si ese afio.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este proyecto sientan
las bases para la estrategia de gestién y conserva-
cién de las ranas pardas en el Pirineo, especialmente
de rana pirenaica. El esfuerzo de muestreo en todo
el drea de distribucién de rana pirenaica, y los datos
generados en diferentes aspectos, nos muestran la
situacién actual de la misma, la cual es incierta. El
estatus de la rana bermeja es de preocupacién
menor, si bien la existencia de linajes genéticos muy
diferenciados en zonas muy localizadas, sugiere
que se asegure la preservacion de los mismos.

Los datos de distribucién de la especie muestran que
el drea de ocupacion histérica se mantiene en gran
medida, si bien hay localidades que han desapare-
cido. Es de destacar la practica desaparicién de la es-
pecie en las localidades cercanas a Villanda, que
indican que es probable que se extinga en ese valle
en breve, pues sélo se ha localizado una puesta en

todo el valle, a pesar de los cuatro afios de bisqueda
intensiva. La especie se describi6 a partir de ejempla-
res de esta zona, no estando claras las razones de su
préctica extincién local. En total, la especie ha desa-
parecido de 30 localidades histéricas, si bien persiste
en el resto, habiendo localizado nuevas poblaciones
en cinco cuadriculas UTM 10x10km espariolas donde
no estaba descrita y en Francia.

Quizés el factor mds relevante en cuanto a su con-
servacion es el reducido tamafio poblacional de
la mayoria de localidades. Si bien hay un nimero
de localidades con densidades elevadas para la
especie (aunque mucho menores si la compara-
mos con la rana bermeja), la mayoria albergan un
reducido nimero de reproductores. Nuestra es-
tima relativa del nimero de adultos reproducto-
res en el drea de distribucién es la tnica hasta la
fecha, y sugiere que, si bien hay un ntmero de
ranas importante, las poblaciones son muy pe-
quefias y muchas de ellas probablemente no sean
viables a largo plazo. Es necesario monitorear una
serie de poblaciones en el tiempo y estimar las
densidades de la especie mediante marcaje-recap-
tura. Si bien existen datos no publicados de un
par de localidades, serfa conveniente ampliar este
muestreo a muchas mds, incluyendo aquellas con
densidades bajas y altas para entender cémo son
sus dindmicas y qué factores influyen en la den-
sidad y supervivencia de la especie.

Hay varios factores que afectan a la conservacién
de esta especie. La presencia de truchas grandes
limita la presencia de la rana, no estando presente
en cauces con cierta entidad. Dada la baja varia-
cién genética observada, es probable que hasta
hace poco existiese cierto grado de conectividad
espacial entre las poblaciones que ahora no se ob-
serva, y que éstas fuesen lo suficientemente gran-
des para permitir el intercambio de individuos
entre ellas. Los andlisis de supervivencia de rena-
cuajos sugieren que el tipo de hébitat influye
mucho en la supervivencia, asi como el clima de
cada afio. La mayor mortalidad observada en la
especie es de larvas que se encuentran en cubetas
de arroyos con poca agua, que antes de la meta-
morfosis se secan matando a todos los renacuajos.
Muchas de estas cubetas estdn colmatadas, por lo
que el volumen de agua disponible no es alto.
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Nuestros datos sugieren que en zonas donde las
pozas son profundas y tienen agua todo el tiempo
la supervivencia es mayor, sirviendo ademds de
refugio frente a riadas. Otro factor relacionado es
el impacto de las riadas de tormentas de verano
que arrastran a los renacuajos y producen morta-
lidades masivas rdpidas. Hay localidades con
menor pendiente en los que el efecto es pequefio
(Figura 6), aunque en otras es muy significativo.
Los modelos de cambio global indican que en los
proximos afios se esperan inviernos con menos
nieve, veranos secos, con tormentas estacionales,
lo cual no es un escenario muy esperanzador para
la especie. Para remediar en parte el problema, la
medida de gestion mds eficaz para la especie
ahora mismo es descolmatar las pozas y cubetas,
aumentando la profundidad de las mismas para
asegurase de que habrd agua suficiente para que
los renacuajos completen la metamorfosis y se
asegure el reclutamiento para los préximos afios,
sobre todo teniendo en cuenta las predicciones de
prevalencia de afios secos en el futuro.

La presencia del hongo Batrachochytrium dendroba-
tidis a lo largo de todo el drea de distribucién de
rana pirenaica es muy preocupante. La zona con
mayor presencia del hongo estd dentro del parque
nacional. Aunque en tres zonas no se ha detectado
la presencia del hongo, el nimero de muestras
disponibles para esos valles es pequefia, y en el
resto de valles la proporcién de muestras con BD
negativo es mayor. Este hongo estd acabando con
poblaciones de anfibios en todo el mundo, si bien
se desconoce la mortalidad que pueda haber oca-
sionado, o estar ocasionando, en esta especie o en
la rana bermeja. Es necesario realizar un segui-
miento de las poblaciones afectadas para ver el
grado de incidencia, si afecta a mas especies y con
qué incidencia, y evaluar en el marco temporal si
estd expandiéndose o no. No hemos observado
mortalidades masivas de adultos ni renacuajos,
aunque quizds la quitridiomicosis sea una de las
causas que expliquen el pequefo tamarfio pobla-
cional en muchas localidades.

La variacién genética observada en rana pirenaica
y en bermeja son radicalmente diferentes. En la
rana bermeja hemos encontrado dos nuevos lina-
jes en el norte de la Peninsula Ibérica, uno en la
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cordillera Cantébrica y el otro en Pirineos. El li-
naje Pirenaico coexiste con otro de distribucién
mds Europea (VENCES et al. 2013). Las muestras
de ambos corresponden a colas de renacuajos co-
lectadas en el campo, por lo que se desconoce si
la diferenciacién genética se corresponde con una
variacién morfolégica o no. La variacién fenoti-
pica descrita en esta especie en Pirineos no parece
tener relacién con este nuevo linaje, ya que las for-
mas de patas largas que se han descrito se encuen-
tran en otras zonas del Pirineo (DUBOIS 1982,
1983; ARANO et al. 1993). Se desconoce la distri-
bucién real de este linaje asi como el nuevo de la
Cordillera Cantabrica. Los datos obtenidos para
esta especie son congruentes con la existencia de
refugios pleistocénicos en el Pirineo, que mantu-
vieron poblaciones aisladas en las que persistie-
ron linajes durante los periodos de glaciacién. Los
mapas de extension de hielo en el dltimo méximo
glacial (EHLERS & GIBBARD 2004) muestran
multitud de posibles refugios en el Pirineo, por lo
que no se descarta la posibilidad de encontrar
nuevos linajes en el futuro. Si bien la situacién de
conservacién de la rana bermeja en conjunto es
Optima, si serfa necesario asegurar la persistencia
de los nuevos linajes encontrados, que hasta la
fecha se conocen sélo de dos localidades.

En el caso de rana pirenaica, esta especie tiene
menos variacién genética en todo el genoma mi-
tocondrial que en 100 pares de bases de rana ber-
meja. Tanto los marcadores nucleares como los
mitocondriales sugieren que la especie tiene muy
poca diversidad genética, y que probablemente la
especie ha sufrido un cuello de botella genético
reciente, seguido de una posterior expansion.
Dadas sus caracteristicas ecolégicas, ya que ha-
bita en rios de montafia, y que los glaciares en el
Pirineo Central llegaban hasta cotas muy bajas, es
posible que su drea de distribucién durante las
glaciaciones se viese reducida significativamente.
No tenemos evidencia de la existencia de ningtn
refugio pleistocénico para la especie, y la homo-
geneidad genética es pareja a la morfoldgica.

La fenologia de la reproduccién en ranas pardas
en el Pirineo estd directamente relacionada con el
deshielo de las localidades de cria. Tanto los datos
histéricos (BALLCELLS 1976), como més recien-
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tes (VIEITES 2003), y los generados en este estu-
dio) muestran una correlacion clara entre la alti-
tud y el inicio de puesta, debido a que el deshielo
sigue el mismo patrén altitudinal, derritiéndose
la nieve més tarde en cotas més altas. Las diferen-
cias entre afios son evidentes en las pendientes de
las rectas de regresién, que se traducen en que en
afos con poca nieve y deshielo temprano las
ranas se reproducen mucho antes a mayores alti-
tudes que en afios con mucha nieve y frios. Los
datos muestran diferencias de hasta dos meses en
el inicio de la reproduccién entre afios a 2000 me-
tros de altitud, lo cual se traduce en un mayor o
menor periodo de actividad anual. En afios como
2012, de deshielo temprano y poca nieve y con un
periodo de actividad mayor, la mortalidad obser-
vada de renacuajos en varias poblaciones es
mucho mayor que en afios como 2013 con mucha
nieve. Los andlisis de tendencias climdticas en
base a estaciones meteorolégicas del Pirineo su-
gieren que este tipo de escenario es al que se van
a enfrentar las ranas en el futuro, con un incre-
mento de temperaturas pero no una tendencia
clara en las precipitaciones.

Los modelos de conectividad espacial para rana
pirenaica, ademads de confirmar la falta de conec-
tividad entre el nticleo oriental y el occidental,
muestran desconexiones efectivas dentro de
ambos ntcleos, correspondiéndose con barreras
montafiosas o el rio Géllego. Estas zonas se pue-
den agrupar en 7 unidades de gestién diferentes
a efectos de gestién de la especie. La incorpora-
cién del componente temporal a los modelos de
conectividad muestra diferencias radicales de-
pendiendo del afio y en funcién del clima, como
se aprecia en la figura 11. El concepto de aisla-
miento por el medio ambiente (ver review en
WANG & BRADBURD 2014) es relativamente re-
ciente. Entre todos los mecanismos contemplados
hasta la fecha, no existen estudios que hayan eva-
luado el impacto fenolégico en la componente de
conectividad espacial. En este trabajo se muestra
por primera vez el enorme impacto que supone
incorporar el pardmetro espacio-temporal a mo-
delos de conectividad.

El modelo de conectividad espacial sin considerar
fenologia muestra un patrén comtin a muchos es-

tudios en el que poblaciones cercanasy con habi-
tats mds o menos homogéneos y permeables se
muestran muy conectadas entre si. Es obvio que
en montafias como los Pirineos, en los que hay un
gradiente altitudinal y por tanto climatico muy
marcado, es imposible que poblaciones que estan
bajo dos metros de nieve y no han iniciado su pe-
riodo de actividad, estén conectadas con otras de
zonas bajas donde ya ha deshelado. Al incorporar
el factor temporal, vemos que claramente la co-
nectividad espacial se ve limitada por la fenologfa
de la especie, que a su vez viene determinada di-
rectamente por el deshielo en el gradiente altitu-
dinal. De los modelos para el afio 2012 y 2013 se
pueden extraer dos conclusiones claras: la pri-
mera es que las poblaciones de baja y alta mon-
tafia parecen no estar conectadas entre si en
ningtn afio. La segunda es que los patrones de
conectividad espacial no son los mismos entre di-
ferentes afios para las mismas altitudes, de forma
que las diferencias no son sélo que las ranas se re-
produzcan antes un afio que otro, si no que las
oportunidades de conectividad variardn también.
Esto abre escenarios muy interesantes para com-
prender mejor cudl es la conectividad entre po-
blaciones ahora y bajo escenarios futuros de
cambio global. Si consideramos que el patrén de
2012 va a ser el habitual los préximos afios, parece
que las oportunidades de conectividad espacial
van a ser mayores.

Las consecuencias de estos resultados con fines
de conservacién y gestiéon son claras. Sin la incor-
poracién del factor temporal, en zonas de gra-
dientes climaticos marcados, los estudios que se
han realizado hasta la fecha pueden estar sesga-
dos. Muchos estudios de conectividad espacial se
emplean para elaborar planes de conservacién y
restauracion (RUDNICK et al. 2012). Estos planes
suelen involucrar desembolsos cuantiosos que
pueden fracasar si los modelos no son adecuados,
por lo que la incorporacién del pardmetro tiempo
es muy necesaria para tener modelos realistas en
esta regién, y especialmente en el Parque Nacio-
nal de Ordesa y Monte Perdido donde el gra-
diente altitudinal es evidente.

A efectos de gestion practica de estas especies, y
especialmente en el caso de rana pirenaica, se
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pueden tomar una serie de medidas de gestién
que ayuden al mantenimiento de poblaciones. In
situ, ayudarfa una mejora de la conectividad y el
habitat (por ejemplo mediante la descolmatacién
de pozas). En este sentido, el mantenimiento y
gestion adecuada de las poblaciones de Ordesa,
la tinica zona con proteccién real para la especie,
es critico. Los anadlisis de conectividad sugieren
un grado importante de fragmentacién, que debe
ser relativamente reciente pues genéticamente la
especie es muy homogénea en toda su drea de
distribucién, y se deben tomar medidas para in-
crementar la conectividad espacial, que pueden
incluir el refuerzo de poblaciones con la incorpo-
racion de nuevos individuos.

El refuerzo de poblaciones con baja densidad
pero con hébitat idéneo pueden ser efectivas para
mejorar la situacién de las mismas, y se pueden
llevar a cabo mediante la translocacién de indivi-
duos (ej. renacuajos desde zonas con alta densi-
dad). La baja diversidad genética y la baja
densidad poblacional, asi como la presencia de un
patégeno letal para anfibios como es el quitrido,
son argumentos de peso para considerar la repro-
duccién en cautividad de la especie a fin de ase-
gurar su supervivencia futura. Esta estrategia se
estd haciendo ya en la Peninsula con otras espe-
cies, serfa compatible con la conservacién in situ,
y permitiria repoblar zonas donde la especie ha
desaparecido, reforzar poblaciones y mejorar la
conectividad espacial.

Nuestros datos sugieren que la categoria de ame-
naza actual de la especie se mantiene. Rana pyre-
naica estd catalogada por la UICN como especie
en Peligro de extincién, en la categoria Blab (II,
III, IV), en las que se tiene como criterio clasifica-
dor la extensién limitada del drea de distribucién
geografica de la especie. La baja densidad de in-
dividuos reproductores justifica esta categoria.
Sin embargo, dado que la Directiva Hébitats se
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realiz6 antes de que la especie fuese descrita no
estd incluida en la misma. Por ello, es necesario
que el MMARM solicite la inclusién de esta espe-
cie en un anexo nuevo a dicha directiva comuni-
taria. De esta forma se le darfa el grado de
proteccién oficial que merece como especie prio-
ritaria, y permitirfa solicitar fondos LIFE para su
conservacion.
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