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RESUMEN

La quitridiomicosis, enfermedad ocasionada por el hongo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) es actualmente uno de los principales factores de amenaza para
los anfibios a nivel mundial. En México se ha detectado la presencia de Bd en al
menos 78 especies de las 376 que existen en México. En esta investigacién se
documento por primera vez la prevalencia e intensidad de infeccién de Bd en cuatro
poblaciones del ajolote Ambystoma altamirani. Se realizaron cuatro muestreos a lo
largo de un afio, uno por cada estacion, y se muestrearon ajolotes en tres etapas
distintas de desarrollo (huevos, individuos con branquias e individuos sin branquias).
A partir de las muestras recolectadas, se realizaron reacciones de gPCR para
obtener los datos de prevalencia e intensidad de la infeccion por el patégeno. En
cuanto a la prevalencia de la infecciobn se observé una mayor prevalencia en las
estaciones de primavera e invierno, comparada con la prevalencia observada en
verano. En el caso de la prevalencia por sitio se encontrdé que ésta fue menor en
Laguna Seca en comparacién con los otros tres sitios. Respecto a los analisis de la
intensidad de la infeccion se encontré que la estacionalidad no influencia de forma
significativa la intensidad de la infeccién, aunque se observa cierto patron
estacional. En cuanto al sitio se encontr6 que éste si influencia de forma significativa
la intensidad de la infeccidn siendo Tecpan el sitio con mayor intensidad y Laguna
Seca el sitio con menor intensidad. Para el caso del estadio de desarrollo se observa
gue existieron diferencias significativas entre los huevos y las otras dos etapas de
desarrollo. En cuanto a las correlaciones entre la intensidad de la infeccion y las
variables fisicoquimicas del agua se encontré que los cambios en la intensidad de
la infeccidn no tienen una relacion significativa con las variaciones del pH, el oxigeno
disuelto, la conductividad, pero si con la temperatura del agua. A pesar de que la
infeccion se encuentra de manera persistente en los individuos muestreados, en los
altimos dos afios no se han registrado declives poblaciones en esta especie, lo cual

sugiere gue estas poblaciones coexisten con la infeccion.



INTRODUCCION

La quitridiomicosis y sus efectos en anfibios a nivel mundial

A partir de la década de 1970 se comenzaron a registrar extinciones masivas
y declives poblacionales de anfibios en numerosos paises (Fisher and Garner, 2020).
Posteriormente en 1998, Lee Berger y colaboradores describieron al patdgeno
causante: un hongo quitridio llamado Batrachochytrium dendrobatidis (Bd).
Posteriormente, en el afio 2013 se descubri6é otro hongo patégeno perteneciente al
mismo género llamado B. salamandrivorans (Bsal) (Martel et al., 2013). Ambos
patégenos (Bd y Bsal) han sido reportados como los Unicos hongos pertenecientes
al filo Chytridiomycota capaces de infectar vertebrados. Mientras que Bd se
encuentra distribuido en todo el mundo (Scheele et al., 2019), Bsal hasta ahora se
ha reportado solo en Asia y Europa. Hay evidencias filogenéticas de que ambos
hongos son originarios de Asia, y que a pesar de estar diseminados por el continente
no se han observado declives poblacionales preocupantes, sugiriendo que hay cierto
grado de endemismo en el continente Asiatico (O’Hanlon et al., 2018) (Fisher and
Garner, 2020).

El patdgeno Bd ha afectado a los tres 6érdenes de anfibios existentes: Anura,
Caudata y Gymnophiona demostrando una amplia y hasta ahora inigualable gama
de organismos hospedadores. Por su parte, Bsal ha afectado principalmente al orden
Caudata y en el caso del orden Anura se han observado solamente bajas
intensidades en la infeccibn pero sin desarrollar signos clinicos, es decir, que
persisten con la infeccion pero tienen la carga suficiente para fungir como reservorios

para las especies susceptibles (Stegen et al., 2017) (Fisher and Garner, 2020).
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Figura 1. Distribucion global de los declives poblacionales de anfibios asociados a

quitridiomicosis (tomada de Scheele et al., 2019).

A causa de la quitridiomicosis se han reportado disminuciones poblacionales
en 501 especies de anfibios de las 8235 especies reportadas en el mundo, de las
cuales 90 han sido declaradas extintas o presuntamente extintas en vida silvestre y
otras 124 han experimentado una pérdida aproximada del 90% de su abundancia.
La disminucion de todas estas especies excepto una (Salamandra salamandra), que
fue afectada por Bsal, se ha atribuido a la quitridiomicosis causada por Bd. En
particular en el continente americano se han reportado disminuciones en alrededor
de 438 especies, en el caso particular de la region de Mesoamérica 228 especies se
han visto afectadas en diferentes grados (ver Figura 1) (Scheele et al., 2019). Hasta
ahora Bd ha ocasionado la mayor pérdida de biodiversidad que no se atribuye a

factores antropogénicos.

Se considera que la dispersién de estos hongos a otros continentes se debe
a la importacién de anfibios para colecciones (Pessier et al.,, 1999), al trafico de
especies (Mutschmann et al., 2000), al mercado alimentario (Mazzoni et al., 2003) y

al transporte de animales de laboratorio (Parker et al., 2002).

Hasta el momento existen seis regiones en las que se ha encontrado la
presencia de Bd: el este de Australia, la peninsula de Mesoamérica, Ameérica del Sur,

Estados Unidos, Africa y Europa. En estos sitios se han identificado cinco linajes



distintos de Bd: BACAPE, BdAsial, BdAsia2/Brasil y BdAsia3, que se han encontrado
en localidades restringidas en todo el mundo. Ademas de los linajes anteriores, se
encuentra el linaje panzodtico global (Bd GPL) que es el responsable de los declives
de anfibios relacionados con Bd. Se ha encontrado que el linaje Bd-GPL incluye dos
grupos genéticos: Bd-GPL-1, que se encuentra habitualmente en América del Norte
y Europa, y Bd-GPL-2, que esta distribuido mundialmente (Figura 2) (O’Hanlon et al.,
2018)(Fisher and Garner, 2020).

Existen dos hipotesis sobre la dispersién global de Bd: la “hipétesis del
patégeno nuevo” (NPH, por sus siglas en inglés), que sugiere que la quitridiomicosis
surgié de forma local después de haber sido diseminada en habitats pristinos por
medio de las rutas de comercio intercontinentales (Fisher and Garner, 2020). Por
otra parte, la “hipotesis del patégeno endémico” (EPH, por sus siglas en inglés)
propone que Bd era un hongo comensal diseminado entre los anfibios y que debido
al cambio climatico se volvié més virulento y ocasion6 desbalances en las dindmicas
de infeccién (Skerratt et al., 2007). Actualmente la hipétesis mas aceptada es la del
NPH debido a que la identificacién de diferentes linajes de Bd permitié observar a
partir de la filogenia del linaje panzodtico global (Bd-GPL) que este se distribuye en
los cuatro continentes, su diversidad genética es limitada, tiene alta virulencia, y que
su origen se remonta a principios del siglo XX época que coincide con el incremento
del trafico de especies a lo largo del mundo (Fisher and Garner, 2020).
Posteriormente con la aparicion de Bsal en Europa, se observéd que este hongo sélo
podia ser encontrado en el sudeste de Asia, lo cual apoya la NPH sugiriendo que el

origen de estos hongos si es en Asia.
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Figura 2. Distribucién global de Bd y sus linajes (tomado de Fisher and Garner,
2020).

Biologia del hongo patégeno Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)

Bd tiene dos etapas de vida conocidas que son tipicas de los quitridios: una
sésil, que consta de un talo reproductivo con un solo zoosporangio y una movil,
compuesta por zoosporas uniflageladas que son liberadas del zoosporangio y
pueden nadar hasta 24 h cubriendo una distancia de 2 cm en medios inmoviles
(Figura 1A) (Rosenblum et al., 2010) (Berger et al., 2005) (Collins, 2010). El ciclo
de vida de Bd inicia cuando las zoosporas del hongo se enquistan en la piel del
anfibio y se desarrollan formando el talo, posteriormente el hongo madura y forma
el esporangio, después de tres a cuatro dias éste libera las zoosporas maduras que

pueden continuar infectando al mismo anfibio o a otros (Figura 3A).

Como resultado de la infeccion por Bd, se observan ulceras y enrojecimiento
en la piel de los anfibios en las zonas ventral, dactilar y en las patas (Figura 3B). En

cortes histolégicos de individuos infectados se observan anormalidades
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especificamente en los estratos cérneo y granuloso de la piel (Figura 3C), ya que es

ahi donde se ubican y maduran los esporangios del hongo (Berger et al., 1998).

Figura 3. A) Ciclo de vida de Bd (tomado de Rosenblum et al., 2010); B) Anfibio
afectado por quitridiomicosis causada por Bd (tomado de Consorci del Ter/Proyecto
Life Potamo Fauna); C) Histologia de la quitridiomicosis causada por Bd donde se
observa a los esporangios y zoosporas en la piel de la rana Litoria caerulea (tomado
de Berger et al. 1998).

Dado que Bd ocasioné tantos declives poblacionales en diversas especies
de anfibios surgié la necesidad de observar el mecanismo de infeccion, asi como sus
efectos en la salud de los individuos tanto a nivel microscépico como la manifestacion
de signos clinicos, para lo cual se han realizado varias investigaciones (Daszak et
al., 1999) (Briggs et al., 2005). En este sentido, en una serie de tres experimentos
durante marzo-octubre de 1998, dos especies de ranas venenosas criadas en
cautiverio (Dendrobates tinctorius y D. auratus) fueron expuestas a zoosporas de Bd.
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Todas las ranas expuestas al hongo desarrollaron signos clinicos de la infeccion en
la piel y todas murieron, mientras que ninguna de las ranas de control desarrollé
lesiones en la piel. El signo clinico mas consistente en las ranas expuestas a Bd era
el desprendimiento excesivo de la piel. El examen microscopico de las piezas de piel
desprendidas y/o de las huellas cutaneas demostro la presencia de quitridios y se
utilizé para la confirmaciéon ante mortem y post mortem de la infeccion por Bd.
Histolégicamente, hubo hiperqueratosis epidérmica, hiperplasia e hipertrofia
asociada con un numero bajo a moderado de quitridios en las capas queratinizadas.
El hongo aislado utilizado en estos estudios fue cultivado originalmente de una rana
azul venenosa en cautiverio que murié con una enfermedad de la piel en la que se
encontraron varios talos (Longcore, Pessier and Nichols, 1999). Este aislado se
mantuvo en cultivo puro y luego utilizado para reproducir experimentalmente la
infeccion en D. tinctorius. EI mismo quitridio se recuperd en cultivo puro de las tres
ranas afectadas a partir de las cuales se hicieron cultivos. Por lo tanto, estos
experimentos cumplieron con los postulados de Koch (Samuelson and Von
Lichtenberg, 1994) demostrando concluyentemente que Bd puede causar esta
enfermedad de la piel en al menos tres especies de ranas dendrobatidas. No se
conoce el mecanismo por el cual las infecciones cutdneas ocasionadas por Bd
causaron la muerte de las ranas infectadas. Otros 6rganos no contenian lesiones, lo
gue indica que la enfermedad de la piel fue directamente responsable de las muertes.
Las funciones normales de la piel de los anfibios incluyen el mantenimiento de la
hidratacion, la osmorregulacion, la termorregulacién y, en diversos grados entre
diferentes especies, la respiracion (Duellman and Trueb, 1986). Los cambios
cutaneos inducidos por Bd pueden haber interferido con una o mas de estas
funciones de la piel, resultando en anomalias metabdlicas fatales (Nichols et al.,
2001).

Gracias a que Bd se ha podido aislar y mantener en cultivo, se han podido
explorar multiples aspectos de su fisiologia y observar las condiciones preferentes
de su crecimiento in vitro (Voyles, Rosenblum and Berger, 2011). En uno de los
primeros estudios se cultivaron diferentes aislados obtenidos de distintas especies

de ranas, sapos y salamandras, asi como de diferentes sitios a lo largo de Estados
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Unidos. Estos aislados fueron sometidos a diferentes condiciones de temperatura
y pH, se encontr6é que las condiciones Optimas para su crecimiento in vitro eran a
un temperatura de 17 a 25 °C y un pH de 6 a 7 (Piotrowski, Annis and Longcore,
2004). También se observé que al someter los cultivos a 30°C después de 8 dias
al menos la mitad de las células en el cultivo estaban muertas. Bd produce
proteasas extracelulares no especificas que fueron capaces de degradar caseinay
gelatina, pero no queratina. A pesar de que el hongo tiene un preferencia por los
epitelios queratinizados, éste no demostré tener alguna actividad medible en
cultivos con queratina; lo anterior puede deberse a los diferentes tipos de queratina
(Rosenblum et al., 2008) y el utilizado puede ser mas resistente a las proteasa de
Bd, otro factor destacado es que no se ha asegurado que el hongo degrade la
queratina de los epitelios donde se aloja (Rosenblum et al., 2012). Las
observaciones del movimiento de las zoosporas in vitro demostraron que éstas
lograban moverse menos de 2 cm antes de enquistarse, lo cual sugiere que tienen
una reducida capacidad de movimiento. En la piel de los anfibios infectados los
talos se encuentran en cumulos de células infectadas y no suelen distribuirse a lo
largo de toda la piel, se propone que esto se debe a que varias zoosporas se
enquistan e infectan células en el area inmediata de donde son liberadas (Pessier
et al., 1999). Cabe destacar que, aunque se determinaron las condiciones Optimas
de crecimiento, también se observé que por debajo o por encima de éstas el hongo
contintia con vida, aunque sin crecer o con una baja tasa de crecimiento. Lo anterior
les permite continuar su actividad y crecimiento en caso de llegar a un nicho éptimo.
De lo anterior se concluye que este patdgeno tiene la capacidad de sobrevivir en

diferentes ambientes y condiciones.

Estudios evaluando el efecto de la infeccion de Bd sobre los anfibios han
encontrado que éste es capaz de inhibir la respuesta inmune de los anfibios que
infecta (Rollins-Smith et al., 2011) (Maniero and Carey, 1997). En una investigacion,
se utilizaron leucocitos peritoneales y esplenocitos de Xenopus laevis estimulados
con activadores especificos de linfocitos T o con bacterias atenuadas con calor para
estimular linfocitos B, para observar su respuesta ante la exposicidon a zoosporas

de Bd. Se observo que Bd puede evitar la activacion de los linfocitos e interferir con
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la proliferacion una vez que ya se indujo la activacion, asi como inducirlos a
apoptosis, lo anterior se atribuyo a factores solubles liberados por el hongo (Fites
et al., 2013). Después de tratamiento con calor, acido y con proteinasa K para hacer
la caracterizacion bioquimica de los factores inhibidores de linfocitos liberados por
Bd, la capacidad inhibitoria se mantuvo, de lo cual se dedujo que los factores
inhibitorios no eran proteinas. Considerando lo anterior se propuso que estos
factores eran componentes de la pared celular, lo cual es consistente con la falla
de las zoosporas de inhibir la proliferacion in vitro, ya que estas aun no tienen pared
celular. Posteriormente se llevd a cabo un estudio donde se aislaron y se
caracterizaron estos factores inhibitorios de la respuesta inmune de los anfibios:
tres metabolitos producidos por Bd con actividad inmunomodulatoria (Rollins-Smith
et al., 2015). Los tres metabolitos encontrados fueron la metiltioadenosina (MTA),
el triptéfano, asi como un producto de la oxidacion del triptéfano llamado kinurenina
(Kyn). Consecuente con los resultados en que las zoosporas son incapaces de
inhibir linfocitos, se encontré por medio de HPLC que éstas mostraban ausencia de
picos de MTA vy triptéfano. Se observo un efecto sinérgico en la inhibicion de la
proliferacion de linfocitos T al afiadir cierta concentracion de MTA a la Kyn. Aunque
se desconoce el mecanismo exacto por el cual la MTA inhibe a los linfocitos, se
observé que esta es capaz de inhibir tanto a los linfocitos T como a los B en
sistemas modelo de mamiferos. Por esto, se infirié que, si la MTA se produce
abundantemente y se libera por Bd dentro de la piel, podria contribuir a la supresién
inmune local, permitiendo que los zoosporangios maduren y liberen mas zoosporas
sobre la superficie de la piel para promover una mayor colonizacion. También
mencionan que Bd puede convertir activamente el triptofano a Kyn vy liberarlo en el
ambiente local de la piel lo cual podria inhibir la inflamacion, posiblemente
explicando la falta de reclutamiento de leucocitos durante la quitridiomicosis, asi
como crear una barrera a la inmunidad efectiva de las células T. Cabe destacar que
este estudio se probo solamente en células de X. laevis, se propone que estos son
los factores inhibitorios producidos por Bd cuando infecta a cualquier anfibio, sin
embargo, deben considerarse las diferentes caracteristicas de la respuesta inmune

de las diferentes especies de anfibios.
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Métodos de deteccion y muestreo de Bd

Considerando la gran amenaza que Bd representa para la diversidad de
anfibios, se han desarrollado diferentes métodos de deteccion, tales como la
histopatologia, histoquimica, microscopia electrénica y PCR en tiempo real.

La histologia y la inmunohistoquimica tienen menos sensibilidad que el PCR
ya que la probabilidad de que el hongo esté presente en el tejido examinado esta
relacionada con la etapa de la infeccién (Olsen et al.,, 2004). Ademas, estos
meétodos son invasivos ya que requieren del analisis de varias zonas de la piel del
anfibio infectado. ElI PCR en tiempo real a partir de hisopados es un método no
invasivo que permite detectar la infeccion antes de que se observen signos clinicos,
en comparacién con la histologia con la que se puede detectar la presencia de Bd

hasta pasados aproximadamente diez dias post-infeccion (A. D. Hyatt et al., 2007).

En un principio también se desarrollaron métodos invasivos de muestreo
como el corte de dedos en el caso de individuos sin branquias o la escision de
discos orales en el caso de los renacuajos. En cuanto a la técnica de corte de
dedos, a pesar de que ha demostrado ser un alternativa Gtil para detectar zoosporas
de Bd, las muestras obtenidas suelen ser mas Utiles para procesarse por
histopatologia o histoquimica, que por PCR. Este método no ha probado ser
superior a otros métodos de muestreo ya que es sumamente invasivo (May,
2004)(Mccarthy and Parris, 2004). EI método de muestreo méas aceptado
actualmente es el frotis o hisopado, esto se debe a que es un método no invasivo
que puede llevarse a cabo en laboratorios y en muestreos en campo tanto en
individuos sin branquias como en renacuajos. La manera en la que se toman las
muestras es importante ya que deben frotarse las zonas queratinizadas, en el caso
de los individuos sin branquias se frota en la zona ventral, las patas y la zona
dactilar; para los renacuajos es necesario frotar la zona de la boca. Ademas de lo
anterior, las muestras tomadas permanecen viables por periodos de hasta un afio
si se almacenan de forma Optima. El hisopado también proporciona una mejor
recuperacion de DNA y garantiza un riesgo minimo de contaminacion de la muestra
(A. Hyatt et al., 2007).
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Como se menciono, los primeros métodos para detectar la infeccion por Bd,
eran métodos invasivos principalmente de histopatologia. Lo anterior tenia
consecuencias ya que la mayoria de las veces era negativo para el individuo
infectado. En un estudio publicado en 2004 se establecié el primer protocolo de
PCR en tiempo real para detectar la infeccion por Bd de una manera no invasiva
(Boyle et al., 2004). Como parte de los nuevos métodos de deteccion, en el afio
2013 se disefidé un nuevo duplex de PCR en tiempo real con el fin de detectar
simultdneamente a Bd y a Bsal. Lo anterior se logra por medio de la construccion
de fragmentos sintéticos (GBlocks) que contienen un fragmento de los genes del
espaciador transcrito intergénico 1 (ITS1) y del 5.8 ribosomal de Bd y Bsal
respectivamente. Estos GBlocks sirven como control positivo y permiten la
cuantificacion precisa del nimero de copias de los genes patégenos (Standish et
al., 2018). También permiten generar una curva estandar de concentracion para

comparar con los datos obtenidos de las muestras (Blooi et al.,2013).

El actual protocolo de PCR en tiempo real para detectar el hongo a partir de
hisopos de piel de anfibios se dirige a la region del ITS1 utilizando una sonda
fluorescente TagMan especifica para Bd (Boyle et al., 2004). Un aspecto para
considerar cuando se realiza este tipo de ensayo son las consecuencias de las
diferencias genémicas en la cuantificacion de ITS1 (Rebollar et al., 2017), esto se
debe a la existencia de cepas divergentes que pueden portar polimorfismos en los
sitios de unién de la sonda, o variaciones en el nimero de copias del ITS1 presentes
en las distintas cepas del hongo (Bletz, Rebollar and Harris, 2015). Por lo anterior,
la eficiencia y sensibilidad del gPCR entre las cepas también pueden variar, lo cual
reduce la comparabilidad de las estimaciones de la intensidad de infeccion entre

distintos sitios.

En 2013 se llevo a cabo un estudio para cuantificar y caracterizar regiones
ITS1 en multiples cepas de Bd para evaluar los efectos del nUmero de copias y la
variacion de la secuencia en la eficiencia gPCR y la cuantificacion de zoosporas
entre cepas (Longo et al., 2013). Encontraron que, al tomar el mismo numero de

zoosporas de diferentes cepas, estas tenian diferentes concentraciones de DNA,
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de lo cual infieren que las diferencias en el tamafio del genoma de Bd ocasionan
los sesgos en la cuantificacion del DNA entre las cepas. Sus resultados
demostraron que el uso de recuentos de zoosporas para establecer curvas
estandar gPCR puede ser problematico porque las cepas de Bd varian en su
namero de copias del ITS1. Recomiendan que para estimar la carga absoluta de
zoosporas de Bd de los anfibios o el medio ambiente se tendria que incorporar una
medida independiente para estimar el nimero de copia ITS1 de la cepa utilizada
como estandar. La variacion del nimero de copias de ITS1 entre linajes de Bd tiene
importantes implicaciones para estudios comparativos de la dindmica de la
enfermedad en poblaciones de anfibios aisladas espacialmente. Por lo anterior,
mencionan que para poder comparar los resultados mas facilmente es importante
reportar el nimero de copias del ITS1 por zoospora de la cepa utilizada para gPCR,
o el numero de copia de ITS por muestra, ademas de los equivalentes genémicos
de Bd.

Dinamica estacional en la incidencia de la quitridomicosis causada por Bd

Como parte de los estudios que se han realizado para comprender la biologia
de Bd y la dindmica ecolégica de la quitridiomicosis se han observado patrones
estacionales asociados a esta enfermedad, dichos patrones incluyen factores e

interacciones de distintos tipos (ver Tabla 1).

Articulo Especie(s) Ao Patrones observados Tipo de
y sitio clima

Hylodes asper 2007 - 2011 Variacion en el nimero | Tropical
(Ruggeri H. phyllodes Brasil de ranas se
etal, Cycloramphus correlaciona con
2015) boraceiensis variables  climaticas,
que aumentan la
probabilidad de
infeccibn por Bd. La
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actividad nocturna

puede facilitar la
transmision de Bd o
aumentar la
susceptibilidad de los

hospederos.

(Longo,
Burrowes
and
Joglar,
2009)

Eleutherodactylus
coqui
E. portoricensis

2005 — 2007
Puerto Rico

Los niveles de

infeccion fueron
significativamente mas
altos durante la
temporada seca 'y
humeda en ambas
especies.

Bd puede persistir en
comunidades de ranas
tropicales sin diezmar
la poblacién, pero

durante las épocas
secas pueden darse
declives poblacionales
por la conjugacion de

diferentes factores.

Sub -
tropical

(Hudson
et al.,
2019)

Eleutherodactylus
spp.

2011 -2014
Dominica

Montserrat

y

Variaciones de la
intensidad de la
infeccion con la
temperatura y entre los
sitios.

Disminucién tanto de la
prevalencia como de la
intensidad en los
meses mas calidos y

humedos.

Tropical
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(Nava- -Ambystoma 2016 8 de las 11 especies | Templado
Gonzalez | rivulare - 2017 estaban infectadas por
et al., | -Craugastor México Bd. Relacién negativa
2020) hobartsmithi entre la prevalencia de
-C. occidentalis Bd, la temperatura y
-Dryophytes las precipitaciones.
plicatus La intensidad de la
-Plectrohyla infeccion fue mas alta a
bistincta temperaturas por
-Lithobates encima de los 10° C y
montezumae mayores niveles de
-L.spectabilis, humedad (100mm de
-L. neovolcanica precipitacion).
-Isthmura bellii
-Pseudoeurycea
leprosa
-P. longicauda
(Longo Eleutherodactylus | 2012 Las fluctuaciones | Tropical
and coqui Puerto Rico ambientales
Zamudio, estacionales podrian
2017) generar oportunidades

para el recambio de la
microbiota  cutanea,
potencialmente

atenuando la
transmision de Bd,
contribuyendo asi a la
persistencia del

hospedero, E. coqui.

Tabla 1. Estudios sobre estacionalidad en la infeccion por Bd y principales resultados.

Segun los articulos mencionados en la Tabla 1. los cambios observados a

través de las estaciones se deben a mdultiples factores como son cambios en las
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variables ambientales, cambios en la efectividad del sistema inmune, cambios en la
estructura y funcién de la microbiota y cambios en la conducta. A continuacion, se

explicaran brevemente dichos factores.

En estudios longitudinales evaluando la prevalencia e intensidad de la
infeccion por Bd en poblaciones de anfibios se ha reportado que ésta puede persistir
a lo largo de distintas estaciones, sin embargo, se ha observado que la incidencia de
la infeccion aumenta en las estaciones con temperaturas inferiores a los 25°C y
tiende a disminuir en las temporadas con temperaturas por debajo de los 17°C o por
encima de los 25°C, aunque esto varia segun las zona geografica (Pounds et al.,
2006). De lo anterior se deduce que el riesgo de infeccion varia de acuerdo con las
estaciones y que esto puede deberse principalmente a las variaciones en las

condiciones ambientales (temperatura, humedad, entre otras).

En un estudio sobre la fisiologia de Bd , se encontré que in vitro éste tiene un
rango optimo de temperatura para su crecimiento que va de los 17 a los 25°C
(Piotrowski et al., 2004), por lo que se sugiere que en el ambiente éste tendra un
mejor crecimiento en climas frios o templados, mientras que es sensible a las altas
temperaturas y a la desecacion (Johnson et al., 2003). En este sentido, el cambio
climético y la perturbacion de los habitats podrian incrementar la probabilidad en la
tasa de infeccion: Pounds et al. (2006) afirmaron que en sitios de clima templado, el
cambio climéatico es un factor clave en los declives poblacionales de anfibios, ya que
ocasiona un aumento en la temperatura de entre 1 y 3°C promoviendo asi un
gradiente termal cercano al intervalo de temperatura éptima de crecimiento del hongo

(Piotrowski, Annis and Longcore, 2004).

Considerando los efectos que la temperatura puede tener en el crecimiento
del hongo, es relevante mencionar los efectos que los cambios en la temperatura
pueden tener sobre los hospederos, es decir, los anfibios. Estudios previos han
demostrado que bajas temperaturas pueden ocasionar inmunosupresion en
vertebrados ectotérmicos, ya que al disminuir la temperatura corporal disminuye
también el numero de linfocitos, asi como la sintesis y actividad de los anticuerpos

(Wright and Cooper, 1981). En un estudio llevado a cabo en Rana pipiens que es
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una especie nativa de Norte América y se distribuye en un amplio rango de altitudes,
se observaron cambios en diferentes aspectos del sistema inmune en funcion de los
cambios en la temperatura. Particularmente se observd que algunas células del
sistema inmune como los eosindfilos y el complemento presentan una disminucion
en su actividad cuando son sometidas a bajas temperaturas (Maniero and Carey,
1997).

En algunos casos, se ha observado que cuando se somete a los anfibios a
temperaturas por debajo de su nicho 6ptimo, estos pueden presentar una serie de
cambios que los hacen mas susceptibles a la quitridiomicosis, por ejemplo: descenso
en la produccion de secreciones antimicrobianas y mucosas, cambios mas lentos de
las células epidermales y posiblemente disminucién en la capacidad de metabolizar
toxinas producidas por el hongo (Berger et al., 2004). Para el caso del género
Ambystoma no se tiene un conocimiento preciso sobre como reacciona el sistema
inmune ante las altas o bajas temperaturas, sin embargo, es evidente que todos
aquellos anfibios que son sometidos a condiciones por encima o por debajo de su

nicho 6ptimo de vida pueden comprometer su respuesta inmune.

Se ha comprobado que la actividad antimicrobiana de la microbiota de la piel
de igual forma, es dependiente de la temperatura y otros factores abiéticos, ya que
puede haber variaciones en la composicion y funcién de estos microorganismos
como se observa en la Figura 6 (Rebollar et al., 2016). Algunas bacterias de la piel
de los anfibios producen metabolitos secundarios asi como compuestos volatiles que
contribuyen a la proteccion del anfibio y en algunos casos tiene actividades contra
Bd (Woodhams et al., 2018) (Varga, et al., 2019). Sin embargo, la actividad de las
bacterias antifungicas puede depender de las condiciones del medio ambiente como
el pH, la temperatura o la humedad, entre otras (Muletz-Wolz et al., 2017). En
algunos sitios con temperaturas por debajo del 6ptimo de crecimiento de Bd, se han
detectado declives poblacionales ocasionados por éste, es posible que estas
disminuciones se produjeran debido a la disminucién de la actividad anti-Bd de los

simbiontes bacterianos al estar sometidos a bajas temperaturas (Daskin et al., 2014).
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Figura 4. Factores que influyen en la microbiota de la piel de anfibios. (Tomado de

Rebollar et al. 2016)

En una revision sobre articulos basados en el campo publicados entre 1999
y 2020, se evaluaron 102 articulos sobre la ocurrencia de Bd y variables que
influencian la infeccion (Sasso, McCallum and Grogan, 2021). De acuerdo con ésta,
se observa que se deben tomar en cuenta otras variables adicionales a la
temperatura, ya que esta suele ser considerada como el factor ambiental mas
importante. Estas variables que se toman en cuenta en pocos estudios pueden ser:
la variacion intraespecifica de la respuesta genética al patdogeno, la presencia de
especies invasoras u otros taxones, la salinidad e incluso la presencia de predadores
de Bd. Al igual que con todos los sistemas hospedero-patégeno, los patrones de la
infeccion Bd entre las especies y dentro de ellas estan formadas por un conjunto de
variables complejas relacionadas con el patégeno, los rasgos del hospedero y las
condiciones ambientales, asi como sus interacciones (Scholthof, 2006)(Rowley and
Alford, 2009; James et al., 2015). Tomando en cuenta la gran amenaza que la
quitridiomicosis representa para la diversidad de anfibios, se menciona que la
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mayoria de los sitios estudiados en los articulos revisados, no corresponden con los
sitios de principal importancia en cuanto a especies en categorias de riesgo. Lo
anterior puede significar falta de representacion de ciertas especies o paises y un
sesgo en la informacién actual que se tiene sobre la distribucion de Bd y las
afectaciones que este ha causado (IUCN, 2020). Otro tema mencionado es el de las
mediciones que se utilizan para evaluar la infeccion por Bd, siendo la prevalencia y
la intensidad de la infeccion los mas utilizados, sin embargo, existen otras
mediciones que podrian aportar mas datos, pero se desconoce su sensibilidad y
especificidad para este patégeno en particular (Keesing, Holt and Ostfeld, 2006).
Finalmente destacan la importancia de estudiar las zonas geogréaficas poco
representadas, asi como la de tomar en cuenta al llevar a cabo el trabajo de campo
y los andlisis de la infeccion por Bd tomando en cuenta la genética y los factores

abidticos.

Muletz-Wolz y colaboradores (2017) llevaron a cabo un estudio para
cuantificar las propiedades inhibitorias de algunas cepas bacterianas anti-Bd contra
Bd y Bsal, asi como la influencia en la inhibicién que puede tener la temperatura, la
relacion entre el genotipo de Batrachochytrium y la interaccion con la fuerza de la
inhibicién bacteriana. También se buscO determinar si el parentesco entre linajes
fungicos es un predictor de la fuerza de la inhibicion bacteriana. Para esto llevaron a
cabo ensayos de inhibicién en placas a dos diferentes temperaturas con diferentes
especies y cepas bacterianas contra diferentes aislados de Bd y contra Bsal. Sus
principales hallazgos fueron que el grado de inhibicion bacteriana es ve afectado
tanto por el genotipo de Batrachochytrium como por la temperatura. Los autores
destacan que es importante considerar el contexto ambiental en las interacciones
hospedero-patégeno, ya que observaron que el efecto de la temperatura en la
inhibicion de patogeno se debia a la interaccion del genotipo de Batrachochytrium y
las cepas bacteriana. Sugieren que los cambios en la fuerza de inhibicion se deben
a los metabolitos secundarios, cuya actividad puede variar con la temperatura.
También mencionan que entre aislados de Batrachochytrium hay variaciones
fenotipicas que dependen de la temperatura y que pueden afectar su susceptibilidad

a compuestos inhibitorios. El estudio concuerda con la hipotesis de que la similitud
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entre genomas fungicos puede ser un predictor de la fuerza de inhibicion bacteriana,
mientras que no encontraron una relacion entre el parentesco bacteriano y los

patrones de inhibicion (Muletz-Wolz et al., 2017).

Los cambios en la conducta de los anfibios en respuesta a cambios
ambientales también ha sido un factor influyente en la dindmica de la infeccion
(Richards-zZawacki, 2010)(Rowley and Alford, 2007). Algunas especies tienden a
congregarse cuando las temperaturas son bajas, otras a agruparse en sitios
hamedos cuando aumenta la temperatura (Roznik and Alford, 2015), en grietas
cuando hay descensos de esta 0 cuando estan en época de reproduccion (Hudson
et al., 2019). Dichos cambios en la conducta pueden ocasionar un aumento en la
tasa de contacto entre individuos lo cual incrementa la tasa de transmision, asi como
la prevalencia (Berger et al., 2004). Ademas de los cambios de conducta, algo
importante de considerar son las interacciones naturales entre especies simpatricas.
Las diferentes especies de anfibios responden de manera diferente a la
quitridiomicosis, existen especies altamente susceptibles mientras que hay otras que
no lo son y a pesar de estar infectadas no desarrollan la patologia fungiendo como
reservorios. En algunos casos se han observado interacciones entre especies
reservorio y especies susceptibles lo cual ocasiona un mayor y mas negativo impacto

para las especies susceptibles (Hudson et al., 2019).

En este estudio se pretende determinar la prevalencia y la intensidad de la
infeccion por Bd en cuatro poblaciones de la especie de salamandra/ajolote
perteneciente al orden Caudata, Ambystoma altamirani, asi como sus variaciones
segun los cambios fisicoquimicos en el ambiente a lo largo de las cuatro estaciones
del afio. Aunque no hay estudios que describan a profundidad la quitridiomicosis en
esta especie, estudios previos han registrado individuos infectados (Frias-Alvarez et
al., 2008), por lo cual se espera encontrar la presencia de Bd. Al ser éste un estudio
longitudinal, se espera que los valores de la prevalencia y de la incidencia, varien de

acuerdo con los cambios ambientales relacionados con el cambio estacional.
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ANTECEDENTES

La quitridiomicosis en México

En México los primeros datos de la presencia de Bd, se obtuvieron de
ejemplares de coleccion en la década de 1970 (Lips, 2011). Actualmente se ha
registrado la presencia de Bd en 74 especies de anfibios pertenecientes a los
ordenes Anura y Caudata que se distribuyen, principalmente en las regiones
montafiosas del centro y sur del pais (Mendoza-Almeralla et al., 2015)(Frias-Alvarez

et al., 2008)(Garcia Feria, Brousset and Cervantes Olivares, 2019).

¥  Presencias

. Ausencias

Cotas altitudinales

I:I Division politica

0 190 380 760 kilémetros

Figura 5. Mapa de
la distribucion de Bd en México. Los asteriscos sefialan sitios donde se ha
detectado la infeccion. Los circulos sefialan sitios muestreados donde no se ha

registrado la infeccion. (Tomado de Mendoza-Almeralla et al., 2015)

A pesar de que los primeros datos de la presencia de Bd son de 1970, en
una investigacion reciente sobre los patrones de distribucion actuales e historicos de
Bd en México se encontraron especimenes Bd-positivos en ejemplares de coleccién
gue datan de finales de los 1800s (Basanta et al., 2021). Lo anterior demuestra la
presencia de Bd incluso antes de los primeros registros y declives poblacionales.

Basanta y colaboradores muestrearon poblaciones silvestres de anfibios, asi como
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individuos en colecciones y realizaron un ensayo de genotipificacion para evaluar la
presencia, prevalencia y diversidad genética de Bd a lo largo del tiempo en México.
Una vez obtenidos los genotipos a partir de las muestras tomadas se observé una
dominancia en la presencia del linaje panzodtico global (GPL) en México y se
reportaron cuatro sub-poblaciones genéticas, asi como el potencial de estas
poblaciones de mezclarse entre si. También se encontro que el clado Bd-GPL-1 se
encuentra distribuido a lo largo del pais en comparacién con el Bd-GPL-2 que se
encontrd solamente en dos estados. La co-ocurrencia de Bd-GPL-1 y Bd-GPL-2
puede sugerir interacciones complejas entre estos genotipos de Bd y sus
hospederos. Se menciona que en investigaciones sobre la dindmica de coinfeccion
de diferentes genotipos de Bd en el laboratorio, se ha encontrado que la competencia
entre genotipos puede resultar en cambios en la diversidad de patdégenos, ya que
pueden alterar la virulencia (Jenkinson et al., 2018). Por lo anterior, las interacciones
entre los genotipos de Bd pueden tener el potencial de alterar los resultados de la
enfermedad a escalas regionales, o que plantea nuevas amenazas a los anfibios
nativos en México. Por ultimo, se menciona que la diversidad genética de la
poblacién de Bd no muestra un patrén geografico, y los diferentes clusters genéticos
y patrones de mezcla sugieren propagacion y recombinacion en varias zonas
(Basanta et al., 2021).

La presencia de Bsal aun no ha sido reportada en el continente americano,
sin embargo, se predice que llegard y que esto causara severas afectaciones
particularmente a las especies pertenecientes al orden Caudata considerando que
Bsal tiene una mayor afinidad por éstas (Martel et al., 2013)(Lips, 2016)(O’Hanlon et
al., 2018). En un estudio reciente se llevé a cabo un analisis sobre el riesgo potencial
de la llegada de Bsal a México (Basanta, Rebollar and Parra-Olea, 2019). Para esto
realizaron una evaluacion de las zonas mas adecuadas para el establecimiento de
Bsal mediante modelos de prediccion de nicho combinada con el analisis de la
diversidad de especies de salamandras, lo anterior con el fin de generar y aplicar
medidas de bioseguridad y proteger la biodiversidad en lugares con una gran
diversidad de salamandras. El centro y sur de México se identificaron como zonas

de alto riesgo (Sierra Madre Oriental, Eje Neovolcanico Transversal, Sierra Madre
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del Sur, Golfo Mexicano y Peninsula de Yucatan) (Figura 3), con 13 puntos de interés
donde se encuentra la mayor riqgueza de salamandras y el mayor nimero de especies
endémicas y amenazadas. Uno de sus hallazgos fue que el 51% de las especies de
salamandras de México estan presentes en areas que son adecuadas para Bsal
(Basanta et al., 2019). Estudios de co-infecciones de Bd y Bsal, han identificado que
el efecto de la infeccion por dos patdégenos es mas severa que la infeccion por solo
uno de éstos ya que ocasionan una desregulacién del sistema inmune, por lo anterior
aquellas especies ya afectadas por Bd podrian sufrir efectos negativos si se diera

una coinfeccién (McDonald et al., 2020).

Diversidad del género Ambystoma en México

México es el segundo pais con mayor diversidad de salamandras (orden
Caudata) en el mundo con un total del 137 especies, después de Estados Unidos
gue cuenta con un total de 189 especies. A nivel mundial hay 10 familias
pertenecientes al orden Caudata, de las cuales cuatro estan presentes en México
(Ambystomatidae, Salamandridae, Plethodontidae, Sirenidae). Ademas de la gran
diversidad en anfibios presente en México, también hay un alto grado de endemismao.
En el caso de la familia Ambystomatidae hay 18 especies de las cuales 16 son
endémicas de México. En la Figura 5 se puede observar su distribucién a lo largo del
pais (Parra-Olea, Flores-Villela and Mendoza-Almeralla, 2014). De estas 16 especies
endémicas, 15 se encuentran dentro de la NOM-059 Semarnat-2010 en alguna
categoria de riesgo; tres estan clasificadas como amenazadas (A) y las doce
restantes como sujetas a proteccion especial (Pr). En la Lista Roja de la Unién
Internacional (IUCN- Red List) se enlistan doce en alguna categoria de amenaza:
nueve como en Peligro Critico de Extincion (CR) y dos En Peligro de Extincion (EN).
Fuera de las categorias de amenaza, tres especies se ubican como Preocupacion
Menor (LC) y tres mas como Datos Insuficientes (DD) (SEMARNAT, 2018).
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Mapa de distribucion potencial de las especies de Ambystoma.
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Figura 6. Mapa de distribucién potencial de las especies de Ambystoma. (Tomado
de SEMARNAT, 2018)

Los habitats de las especies que pertenecen al género Ambystoma suelen ser
lagos y arroyos cada uno con caracteristicas particulares, lo cual ha propiciado que
se adapten a condiciones especificas y tengan distribuciones muy restringidas. Lo
anterior los hace mas vulnerables a la perturbacion de los habitats causada por
factores antropogénicos como la contaminacion, deforestacién o introduccién de

especies exoticas invasoras (SEMARNAT, 2018).

En algunas especies de Ambystoma los adultos son pedomorficos, es decir,
el individuo adulto retiene caracteristicas juveniles o larvarias, por ejemplo, la
retencion de branquias y la permanencia de su forma acuatica. En algunos casos se
han encontrado individuos adultos de la misma especie tanto metamoérficos, es decir,
gue han perdido las caracteristicas larvarias como pedomodrficos, es decir, que
alcanzan la madurez sin perder las caracteristicas larvarias. Tal es el caso de las
especies A. altamirani, A. flavipiperatum, A. granulosum, A. leorae, A. lermaense, A.
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mavortium, A. ordinarium, A. velasci, A. rosaceum. A, silvense, A. taylori
(SEMARNAT, 2018).

Quitridiomicosis en el género Ambystoma

De las 18 especies registradas en México pertenecientes al género
Ambystoma, en casi el 30% se ha detectado la presencia de Bd, lo anterior no
significa que se hayan observado signos clinicos de la enfermedad (Frias-Alvarez et
al., 2008) (Mendoza-Almeralla, Burrowes and Parra-Olea, 2015).

Frias-Alvarez et al. (2008) muestrearon un total de 360 individuos, de los
cuales 111 de 14 diferentes especies estaban infectados con Bd. Para el género
Ambystoma encontraron que las espcies A. altamirani, A. granulosum, A.
mexicanum, A. rivulare y A. velasci estaban infectadas con Bd. A pesar de tener
algunos datos sobre la afectacion de estas especies por la quitridiomicosis, en
México se han realizado pocos estudios poblacionales en los que se documente la
incidencia y prevalencia de la quitridiomicosis (Frias-Alvarez et al., 2008)(Mendoza-

Almeralla, Burrowes and Parra-Olea, 2015).

De igual forma, existen un nimero limitado de estudios longitudinales que
tomen en cuenta los efectos de la estacionalidad y las variables fisicoquimicas
ambientales sobre la infeccion de Bd, (Nava-Gonzalez et al., 2020)(Lopez-

Velazquez, 2014)(Garcia Feria, Brousset and Cervantes Olivares, 2019).

En un estudio reciente desarrollado en la Reserva de la Biosfera de las
Mariposas Monarca, se documentaron los patrones de infeccion de Bd en 11
especies de la comunidad de anfibios riparios ( como los que se han llevado a cabo
con Pseudoeurycea leprosa, Ambystoma rivulare, Craugastor hobartsmithi, C.
occidentalis, Dryophytes plicatus, Plectrohyla bistincta, Lithobates montezumae,
L.spectabilis, L. neovolcanica, Isthmura bellii y Pseudoeurycea longicauda), asi como
las diferencias en las tasas de infeccibn segun los cambios en las variables

ambientales a lo largo de las estaciones durante un afio (Nava-Gonzalez et al.,
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2020). En total 8 de las 11 especies analizadas estaban infectadas por Bd.
Encontraron una relacion negativa entre la prevalencia de Bd, la temperatura y las
precipitaciones para ambos grupos. Esta relacion fue evidente durante el invierno, a
temperaturas inferiores a 7° C y 50 mm de precipitaciones mensuales, la infeccion
disminuia. En contraste, encontraron que las cargas de Bd eran mas altas a
temperaturas por encima de los 10° C y mayores niveles de humedad (100mm de
precipitacion). Destacan que los bajos niveles de patogenicidad probablemente
estaban relacionados con las bajas temperaturas ambientales predominantes de
este habitat de alta altitud que impide el crecimiento 6ptimo de Bd, particularmente
durante el invierno. Dentro de las 11 especies analizadas, se encuentra Ambystoma
rivulare para la cual enfatizan que la prevalencia de infeccién se mantuvo constante
y con valores altos a lo largo de todo el estudio lo cual se debe a que las especies
acuaticas tienen una mayor probabilidad de infeccion considerando que las
zoosporas de Bd pueden sobrevivir en el agua y mantener su virulencia hasta por 24
horas. Sin embargo, mencionan que, a pesar de lo anterior, la intensidad de la
infeccion disminuy6é aproximadamente en un 97% durante la temporada con

temperaturas mas bajas y menos humedad (Nava-Gonzalez et al., 2020).

Ambystoma altamirani: caracteristicas bioldgicas, ecolégicas y sus

amenazas

Los individuos de A. altamirani son de forma alargada. Pueden medir entre
100y 115 mmy pesar de 25 a 32g. El tamafio medio del cuerpo es de 70.4 £3.2 mm,
longitud de la cola 70.9 £5.3mm, altura de la cola 13.0+ largo de la cabeza 17.4+2.4,
ancho de la cabeza 17.4+0.62. La cabeza es grande de forma ovalada, con dientes
mandibulares prevomerianos, presenta orificios nasales pequefios. La forma del
cuerpo es aplanada dorsoventralmente; presenta 10 surcos laterales entre las
extremidades. El color del cuerpo es oscuro con manchas pardo amarillo claro
(Ramirez-Bautista et al., 2009). Los individuos de esta especie son pedomorficos
facultativos, lo que significa que algunos mantienen las branquias y un estilo de vida
acuatico siendo, mientras que otros sufren una metamorfosis completa que les

permite llevar un estilo de vida terrestre (Lejeune et al., 2018).
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Figura 7. A) Individuo juvenil (con branquias) de Ambystoma altamirani. B)

Individuos adultos (individuos sin branquias) de A. altamirani (imagenes tomadas

por la autora durante el muestreo de invierno, enero de 2020).

Esta especie (A. altamirani) se encuentra en la categoria de Amenazada (A)
en la NOM-059-Semarnat-2010 y de acuerdo con la Lista Roja de la IUCN esta en la
categoria de En peligro (En) (IUCN, 2020)(Shaffer et al., 2008). Las principales
amenazas de esta especie son la pérdida del habitat, el entubamiento de los arroyos
donde habitan, la introduccion de peces exoticos, principalmente la trucha arcoiris
(Onchorryncus mykiss) (Zamora et al., 2018) (SEMARNAT, 2018).
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Figura 8. Mapa de distribuciéon de la especie Ambystoma altamirani (captura de
pantalla tomada de (IUCN SSC Amphibian Specialist, 2021)).

La distribucion de A. altamirani se limita al oeste y sur del Valle de México en
la Sierra de Las Cruces en los estados de Morelos, Estado de México y la Ciudad de
México perteneciente al eje Neovolcanico Transversal (Ver Figura 8). Por lo anterior,
esta especie es llamada cominmente ajolote arroyero de la Sierra de las Cruces.
Esta especie habita pequefios arroyos que corren en bosques de pino, oyamel y

pastizales de montafia (Lemos-Espinal et al., 2016).
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JUSTIFICACION

Al ser A. altamirani una especie endémica amenazada por distintos factores
como la pérdida de habitat y la introduccién de especies exéticas, es importante

analizar si la quitridiomicosis es también un factor que amenaza a esta especie.

Un estudio previo (Frias-Alvarez et al., 2008) identifico dos individuos de A.
altamirani con quitridiomicosis. Sin embargo, no existen estudios que reporten a
detalle el estado de afectacion de las poblaciones de A. altamirani por parte de la
quitridiomicosis. Por lo anterior, en este proyecto se propone describir por primera
vez la prevalencia e intensidad de infeccidon por Bd en poblaciones de A. altamirani.
Este trabajo sentara un primer precedente sobre la presencia de Bd y el grado de
afectacion causado por este patdgeno. El estudio estacional permitira conocer el
aumento en la incidencia y prevalencia de la enfermedad lo cual sera util para la

futura implementacién de estrategias de conservacion.

Ademas, cabe destacar que no existen estudios longitudinales previos que
analicen las variaciones en la prevalencia y la intensidad de la quitridiomicosis en A.
altamirani en funcion de los cambios fisicoquimicos en el ambiente o las estaciones
del afio. A la fecha, la mayoria de los estudios longitudinales publicados se han
llevado a cabo en areas y especies tropicales, esto puede deberse a que en ellas se
han dado las mayores afectaciones por la quitridiomicosis (Ruggeri et al.,
2015)(Longo, Burrowes and Joglar, 2009). Ademas de lo anterior, son pocos los
estudios en los que se han registrado variables especificas . En el caso de México,
solo un estudio ha evaluado la incidencia de Bd en un contexto longitudinal a lo largo
de las estaciones y tomando en cuenta variables fisicoquimicas (Nava-Gonzalez et
al., 2020).
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HIPOTESIS

De confirmarse la presencia de Bd en las poblaciones de A. altamirani, se espera
gue la prevalencia y la intensidad de la infeccion por el patégeno varien de acuerdo
con el cambio en las variables fisicoquimicas del ambiente a lo largo de las
estaciones. Habra también cambios asociados a las condiciones fisicoquimicas y de

altitud de cada localidad.

PREDICCIONES

La prevalencia e intensidad de la infeccion de Bd serdan mayores durante la
primavera, cuando la temperatura ambiental esta mas cerca del rango de crecimiento
optimo de Bd (17-25°C). Contrariamente durante el invierno, al disminuir las

temperaturas tanto la prevalencia como la intensidad de la infeccién, disminuiran.

. Habra una variacion de la infeccion entre sitios, debido a la posible diferencia en las

condiciones fisicoquimicas del agua entre sitios.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar por primera vez la presencia de Bd en poblaciones de A. altamirani,
para asi determinar la prevalencia e intensidad de la infeccidn del patégeno en esta

especie y determinar el efecto de la estacionalidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la prevalencia e intensidad de la infeccion de Bd en cuatro
poblaciones de A. altamirani a lo largo de un afio.
2. Evaluar si existen diferencias en la prevalencia e intensidad de infeccion

de Bd entre poblaciones y entre estaciones.
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3. Evaluar si existen diferencias en la prevalencia e intensidad de la

infeccion entre distintos estadios de desarrollo.

4. Determinar las correlaciones entre la intensidad de la infeccion de Bd y
las variables ambientales.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo de A. altamirani

Como parte de esta tesis y de la tesis del estudiante de doctorado Emanuel
Martinez Ugalde, se llevaron a cabo cuatro muestreos correspondientes a las cuatro
estaciones del afio (verano, otofio, invierno, primavera) desde julio de 2019 hasta
abril del 2020. Los sitios de estudio donde se realizaron los muestreos se localizan
en la region norte de la Sierra de las Cruces, en afluentes proximos a la localidad de
Tlazala, perteneciente al municipio de Isidro Fabela, Estado de México.
Especificamente, se tomaron las muestras en cuatro arroyos ubicados en los parajes
Laguna Seca (3400 m s. n. m.), Organillos (3360 m s. n. m.), Sehuayan (3210 m s.
n. m.) y Tecpan (3087 m s. n. m.), en los que se habian detectado poblaciones de A.
altamirani en estudios previos de ecologia de poblaciones llevados a cabo por el Dr.
Victor Avila Ackerberg (Vazquez Trejo, 2020).

En cada uno de los arroyos y en cada temporada (cuatro estaciones), se

tomaron entre 5y 27 muestras de la piel de individuos de A. altamirani (Ver Tabla 6).

Para recolectar a los ajolotes del agua se utilizaron redes estériles de plastico,
cada individuo fue manipulado con guantes de nitrilo nuevos. De cada ajolote se
registré el peso, tamafo, presencia de branquias y su estado de salud. Previo a
tomar la muestra, cada ajolote fue bafiado con agua destilada estéril para remover
aqguellos microrganismos transitorios (Rebollar et al., 2014). De acuerdo con estudios
previos, para tomar la muestra, se utilizaron hisopos estériles para cada individuo,
los cuales se frotaron en la piel del ajolote en la regién ventral del cuello a la cloaca,
en el interior de los muslos y los costados desde la axila hasta el inicio de la cola (A.
D. Hyatt et al., 2007). Cada hisopo fue almacenado en tubos eppendorf estériles de
1.5 mL en 170uL de DNA-RNA Shield de la marca Zymo para ser criopreservados a

-80°C hasta su posterior procesamiento en el laboratorio.

Para la caracterizacion fisicoquimica del habitat, se utiliz6 en cada sitio
durante cada colecta una sonda especializada para medir parametros fisicoquimicos

en el agua, se tomaron datos de la temperatura, conductividad, pH y O:2 disuelto
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usando un multiparametro (HANNA instruments, Limena, Italia). Para esto cada sitio

fue dividido en tres segmentos y se obtuvieron mediciones en cada uno de ellos.

Es importante destacar que los muestreos fueron llevados a cabo por algunos
integrantes y colaboradores del grupo de investigacion. En especial por Emanuel
Martinez Ugalde, Montserrat Vazquez Trejo y Dalia Zavala Hernandez. Mi

colaboracion fue en el tercer muestreo (invierno, enero de 2020).

La metodologia de muestreo, el procesamiento de las muestras y los métodos
moleculares, han sido realizados previamente por nuestro grupo de investigacion vy
por otros grupos en otras especies de anfibios (Rebollar et al., 2014)(Vazquez Trejo,
2021) .

Trabajo de laboratorio

Extraccion de DNA

La extraccion del DNA de cada una de las muestras se llevé a cabo con el kit
DNeasy Blood and Tissue Kit for Swab and Bacteria (QIAGEN) incluyendo un
tratamiento previo con lisozima (Rebollar et al., 2019).

PCR en tiempo real (qPCR)

Preparacién de los Gblocks y construccién de la curva estandar

Para la construccion de la curva estandar de intensidad de la infeccion se
utilizaron fragmentos sintéticos de DNA (Gblocks) que incluyen un fragmento Unico
del ITS de Bd y de Bsal. Estos Gblocks permiten generar la curva estandar de
concentracion para comparar con los datos obtenidos de las muestras durante el
PCR en tiempo real (QPCR) (Blooi et al., 2013).

Una vez que los Gblocks fueron recibidos, se realiz6 una cuantificacion

calculando el numero de copias y la concentracion. Para hacer lo anterior se accedi6
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b)

a la pagina http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html, se introdujo la cantidad de ng (250 ng)

y la longitud del templado (146 bp).
# de copias por yL. = 1.59 x 102 copies of ITS Hap001 / 700 pL
=2 x 10° copies / pL

Para rehidratarlos se utilizé agua estéril, la concentracion inicial era de 2x10°
copias / L, por lo cual se realizaron diluciones en serie para la construccion de la

curva estandar.

# de estandar Dilucion # de copias / pL

1 2x10° 200000

2 2x104 20000

3 2x10°3 2000

4 2x10? 200

5 2x101! 20

6 2x10° 2

Tabla 2. Diluciones de Gblocks

Oligonucleétidos y sonda utilizados en el qPCR

Para llevar a cabo el gPCR se rehidrataron los primers (Forward y Reverse)
guedando a una concentracion de 100 uM y se diluy6 la sonda teniendo una
concentracion final de 10 pM.

Sondas y primers de Applied Biosystems

Secuencias de los cebadores/oligos

ITS1-3 CHYTR
5 — CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC -3
29 bases
5.8S CHYTR
5 — AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA 3’
22 bases
Tabla 3. Secuencias de oligonucledtidos utilizados en el gPCR.

Sonda
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Bd Probe 15 bases 5 — 6FAM — CGAGTCGAACAAAAT — MGBNFQ - 3’

Tabla 4. Secuencia de la sonda utilizada en el gPCR.

c) Condiciones del gPCR
Las muestras fueron analizadas con el protocolo TagMan PCR en tiempo real usando
un equipo CFX96 Real-Time System de BIO RAD y el programa BIO RAD CFX

MAESTRO. Las cantidades y concentraciones de reactivos, asi como las

condiciones de amplificacion se realizaron segun (Boyle et al., 2004) (A. D. Hyatt et

al.,, 2007) quienes han detallado las propiedades de la prueba, incluyendo

sensibilidad, especificidad, limitaciones, asi como las comparaciones con otros

métodos (Lépez-Velazquez, 2014). En cada una de las placas (96 pozos) se

incluyeron 6 estandares por duplicado y un control negativo en los primeros dos

carriles de la placa y en los 82 pozos restantes las muestras, cada muestra se corrio

por duplicado.

A cada reaccién se le afadieron los siguientes volumenes de reactivos:

REACTIVO POR MUESTRA
(1rxn)
Sonda (10 uMm) 0.36 uL
Primer R (10 puM) 1.38 uL
Primer F (10 uM) 1.38 uL
Klearkall 2X 7.5 pL
Agua 1.88 uL
DNA/ Estandar 2.5 uL

Volumen final 15 pL x rxn
Tabla 5. Reactivos utilizados en el gPCR y
volumen por reaccion.
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Las condiciones de amplificacion utilizadas para Bd son: 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C, seguido por 15 segundos a 95°C (desnaturalizacién) y 1 minuto at
60°C (alineamiento y extension), esto por 50 ciclos. (Boyle et al., 2004) (L6pez-
Veldzquez, 2014).

d) Analisis estadisticos

Como primer paso se realizé una base de datos que incluia el nimero de
individuo muestreado, la intensidad de la infeccion (nimero de copias del ITS de
Bd), sitio, estadio de desarrollo y estacidon; asociados a los datos anteriores se

incluyeron la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto y la conductividad del agua.

Cabe mencionar que todas las pruebas estadisticas salvo la prevalencia e

intervalos de confianza fueron realizadas en el programa R version 4.1.

Prevalencia de ajolotes A. altamirani infectados por Bd

Con la base de datos inicial se realiz6 una tabla de la prevalencia de la
quitridiomicosis en los individuos de A. altamirani por cada estacion (verano, otofio,
invierno y primavera) (Tabla 5). También se realiz6 una tabla de la prevalencia por
sitio (Laguna Seca, Organillos, Sehuayan y Tecpan) (Ver Tabla 5). La prevalencia es
definida como la proporcion de individuos que padecen una enfermedad en un
periodo de tiempo determinado. Se estimd de la siguiente manera: prevalencia= #
de individuos con Bd / total de individuos muestreados por estacion. La prevalencia

se expreso en porcentajes.

Para analizar si los valores de la prevalencia dependian de la estacion o el

sitio se realiz6 la prueba de chi cuadrada.

Se obtuvieron los intervalos de confianza de la prevalencia del 95%por medio
de la funcién “intervalo de confianza” en Excel, estos datos se incluyeron a cada tabla

de prevalencias.
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Estacionalidad de la infeccion por Bd en A. altamirani
Los datos de intensidad de la infeccion fueron sometidos a la prueba de

Shapiro-Wilk para determinar si cumplian con una distribucion normal (Tabla 10).

Segun el comportamiento de las muestras que no tenian una distribuciéon
normal y la bibliografia consultada (Hudson et al., 2019)(Lopez-Velazquez, 2014)
para determinar si la influencia de la estacionalidad en la intensidad de la infeccion
era significativa, se seleccioné la Prueba de Kruskall-Wallis. Se utilizé esta misma
prueba para determinar la influencia del sitio y el estadio de desarrollo en la
intensidad de la infeccion. El andlisis por Kruskall-Wallis es una prueba no
paramétrica que permite conocer si hay diferencias en las distribuciones de la
variable en estudio en las poblaciones. (Gémez, Danglot-Banck and Vega-Franco,
2003).

Adicional al analisis de Kruskall-Wallis se realizaron comparaciones
pareadas con la prueba de Dunn para observar claramente donde se encontraban

las diferencias significativas.

Considerando la acumulacion del error en las pruebas estadisticas
anteriores se realiz6 la prueba Benjamini-Hochberg para determinar y ajustar el error

por comparaciones multiples.

Relacion entre la intensidad de la infeccion por Bd en A. altamirani y factores
fisicoquimicos como: temperatura, pH, oxigeno disuelto y conductividad del
agua.

Se hizo el andlisis de coeficiente de correlacién de rangos de Kendall o
coeficiente T de Kendall para determinar el nivel de la asociacion entre la intensidad
de infeccion y las variables fisicoquimicas: temperatura, pH, oxigeno disuelto y
conductividad del agua. Considerando las variaciones en la intensidad en las
diferentes estaciones, probar la relacién existente entre las variables fisicoquimicas
y la intensidad revelara si alguna variable condiciona el nivel de infeccién. El analisis

de Kendall permite hacer correlaciones entre dos variables y determinar la direccion
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de la relacion, es decir, si es positiva 0 negativa. El valor del coeficiente de
correlacion varia entre +1 y-1. Mientras el coeficiente de correlacion se acerca a 0,
la relacion entre las dos variables es mas débil. La direccion de la relacion se indica
por el signo en el coeficiente; un signo + indica una relacién positiva, mientras que
un signo — indica una relacién negativa. Es importante mencionar que para esta
prueba se utilizaron solamente los valores de aquellos individuos con valores

positivos para Bd.
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RESULTADOS

Resultados del muestreo

Una vez que se realizaron todos los muestreos se obtuvo un total de 279

muestras de individuos de A. altamirani durante el periodo de julio de 2019 y abril de

2020, de los cuales se colectaron 66 en verano, 57 en otofio, 75 en invierno y 81 en

primavera (Tabla 5).

En algunos sitios se encontraron puestas de huevos de A. altamirani, las

cuales fueron muestreadas de la misma manera que los individuos sin branquias o

individuos con branquias, obteniendo un total de 10 muestras de huevos.

Laguna Sehuayan Organillos Tecpan
Seca
Verano 16 9 27 14
(julio 2019)
Otofio 21 6 25 5
(octubre
2020)
Invierno 17 13 22 23
(enero 2020)
Primavera 18 16 27 20
(abril 2020)
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Resultados de PCR en tiempo real

En total se corrieron 8 placas de gPCR en el termociclador CFX96 Real-Time
System de BIO RAD para tener la cantidad de copias de Bd presentes en las
muestras. Para aquellas muestras cuyo valor de la primera y la segunda reaccion
diferia de manera significativa, 0 uno era positivo y el otro negativo, se realiz6 una
tercera reaccion para confirmar los datos. Una vez analizadas las muestras se obtuvo
que, del total de 279 muestras de piel de individuos de A. altamirani, 70 fueron
negativas y 209 positivas para Bd. De las 10 muestras tomadas a huevos, 6 dieron

negativas y 4 positivas, pero en concentraciones muy bajas.
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Figura 9. Resultados de gPCR de diluciones de estandares GBlocks, curva estandar
generada. Gréfica del valor de Ct contra la concentracion de DNA; los circulos
representan los estandares y las x los valores estimados de las muestras

desconocidas.
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Resultados de prevalencia de Bd en poblaciones de A. altamirani

Se observé una mayor prevalencia de la infeccion por Bd en las estaciones
de primavera (76.54%, IC 95%: 65.81 — 85.24) e invierno (72.94%, IC 95%: 62.21 —
82.01), comparada con la prevalencia observada en verano (56.06%, IC 95%: 43.29
— 68.26) y otofio (66.66%, IC 95%: 52.93 — 78.59) (Ver Figura 10). Las diferencias
observadas en la prevalencia de la infeccion a lo largo de las estaciones fueron
estadisticamente significativas (p=0.0.045). (Ver tabla 7 y 8).

Estacion Bd positivos Bd Total de Prevalencia IC

negativos | muestra (%) (Intervalos de
confianza)
Primavera 62 19 81 76.54 65.81 — 85.24
Verano 37 29 66 56.06 43.29 — 68.26
Otofio 38 19 57 66.66 52.93 — 78.59
Invierno 62 23 85 72.94 62.21 — 82.01
Tabla 7. Prevalencia de la quitridiomicosis para cada estacion climatica

Prueba de chi-cuadrada

Valor Grados de libertad

Chi-cuadrada de

Pearson

P =0.045 3

Tabla 8. Analisis de Chi-cuadrada. Muestra la significancia y los grados de libertad

46



Prevalencia (%)

90
80

m P
60
50
40
30
20
10
Verano 2019 Otofio 2019 Invierno 2020 Primavera 2020

@ - Prevalencia (%) = Lower Cl —  UpperCl

Figura 10. Prevalencia de la infeccion por Bd, e intervalos de confianza (p = 0.05)

mostrados en porcentaje para cada estacion del afio (julio 2019 a abril 2020).

En cuanto a la relacion entre la prevalencia y el sitio de muestreo se observo
gue esta es menor en Laguna Seca (51.39%, IC: 39.31 — 63.34) y el mayor valor
observado fue en Tecpan (80.65 %, IC: 68.63 — 89.57). En el caso de Organillos
(72.64%, IC: 63.12 — 80.85) y Sehuayan (56.73%, IC: 56.73 — 83.41), estos tuvieron
valores intermedios y cercanos entre si (ver Figura 11). Las diferencias observadas
en la prevalencia de la infeccion entre las localidades fueron estadisticamente
significativas (p= 0.002). (Ver tabla 9 y 10).

Sitio Bd positivos Bd Total de Prevalencia IC
negativos | muestra (%) (Intervalos de
confianza)
Laguna Seca 37 35 72 51.39 39.31 - 63.34
Organillos 77 29 106 72.64 63.12 — 80.85
Sehuayan 35 14 49 71.43 56.73 - 83.41
Tecpan 50 12 62 80.65 68.63 — 89.57
Tabla 9. Prevalencia de la quitridiomicosis para cada sitio
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Prueba de chi-cuadrada

Valor Grados de libertad
Chi-cuadrada de
P =0.002 3
Pearson
# positivos 213

Tabla 10. Analisis de Chi-cuadrada. Muestra la significancia y los grados de libertad

Titulo del grafico
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@ - - Prevalencia (%) = LowerlC = UpperlIC

Figura 11. Prevalencia de la infeccién por Bd, e intervalos de confianza (p = 0.05)
mostrados en porcentaje para cada sitio, los sitios se encuentran acomodados de

mayor a menor altitud geografica.

Resultados de intensidad de infeccion de Bd a lo largo de las estaciones,

estadio de desarrollo y localidad.
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Segun los resultados obtenidos en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk
(Tabla 10), el valor de p (p<2.2e-16) es menor al valor alfa, por lo tanto, se rechaza

la hipétesis nula lo cual significa que los datos no tienen una distribucion normal.

W Valor p
0.047792 p<2.2e-16

Tabla 11. Resultados estadisticos de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

Los datos de intensidad de la infeccién no tienen un distribuciébn normal ya que se
observa que la mayoria de los datos se encuentran distribuidos hacia el extremo de
concentracion positiva del hongo (ver Figura 12).

>

= Individuos sin branquias postivos = Individuos con branquias positivos
= Individuos sin branquias negativos Individuos con branquias negativos

= Huevos positivos = Huevos negativos

Figura 12. Grafica de pastel con la proporcion de individuos con branquias, sin

branquias y huevos positivos y negativos para Bd.

Considerando la comparacion de las medianas de los grupos estacionales,
se encontr6 que la estacionalidad no influencia de forma estadisticamente
significativa la intensidad de la infeccion (p=0.08) (Ver Tabla 12).

Kruskal-Wallis df p-value

chi-squared
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6.6999 3 0.08

Tabla 12. Resultados estadisticos de prueba de rango

de Kruskall-Wallis para la intensidad y las estaciones.

Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas en

las comparaciones pareadas entre estaciones (ver tabla 13 y Figura 13).

Comparacion Estadistica z Valor p
Au - Sp -1.042296 0.2973
Au - Su -1.026233 0.2286
Sp-Su -0.107268 0.4573
Au - Wi 0.931541 0.2109
Sp - Wi 2.264148 0.0707
Su - Wi 2.064774 0.0584
Tabla 13. Comparaciones pareadas por prueba de Dunn de intensidad
por estacion. Su (verano), Au (otofio), Wi (invierno), Sp (primavera).
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Figura 13. Grafica de concentracion de copias de Bd para cada estacion. Se

encuentra la concentracion de copias de Bd en escala logaritmica contra las

estaciones: Su (verano), Au (otoiio), Wi (invierno), Sp (primavera). Se puede

observar la media de los datos obtenidos por cada estacion, asi como la amplitud

de la muestra y la dispersion.

Considerando la comparacion de las medianas entre las cuatro localidades

estudiadas, se encontré que la intensidad de la infeccién es significativamente

distinta entre los sitios (p=0) (Ver Tabla 14).

Kruskal-Wallis df p-value
chi-squared
30.0446 3 0

Tabla 14. Resultados estadisticos de prueba de rango

de Kruskall-Wallis para la intensidad y los sitios.

Los resultados mostraron diferencias significativas entre las comparaciones

de Laguna Seca — Organillos (Prueba de Dunn p=0.0001), Laguna Seca — Tecpan

(Prueba de Dunn p= 0), Organillos — Sehuayan (Prueba de Dunn p=0.0058) y

Sehuayan — Tecpan (Prueba de Dunn p=0.0003) (Ver Tabla 15y figura 14).

Comparacion Estadistica z Valor p
=0 -3.944903 0.0001*
S-S 11.045242 0.1480
O-S 2.661929 0.0058*
LS-T 4.788895 0.0000*
O-T -1.373101 0.1018
S-T -3.593846 0.0003*
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Tabla 15. Comparaciones pareadas por prueba de Dunn de intensidad

por sitio. LS (Laguna Seca), O (Organillos), S (Sehuayan), T (Tecpan).
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Figura 14. Grafica de concentracion de copias de Bd segun el sitio. Se encuentra la

concentracion de copias de Bd en escala logaritmica contra los cuatro sitios

muestreados: LS (Laguna Seca), O (Organillos), S (Sehuayan), T (Tecpan). Se

puede observar la media de los datos obtenidos por sitio, asi como la amplitud de la

muestra y la dispersion.

Considerando la comparacion de las medianas del estadio de desarrollo de

los individuos, se observa que existen diferencias estadisticamente significativas

entre las distintas etapas de desarrollo (p=0.02) (Ver Tabla 16).

Kruskal-Wallis df p-value
chi-squared
7.72735 2 0.02

Tabla 16. Resultados estadisticos de prueba de rango de

Kruskall-Wallis para la intensidad y el estadio de desarrollo.

Los resultados de la prueba de Dunn mostraron que las diferencias

significativas se observan entre las comparaciones de individuos sin branquias —
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huevos (Prueba de Dunn p= 0.0067) e individuos con branquias — huevos (Prueba

de Dunn p=0.0084) (Ver Tabla 17 y figura 15).

Comparacion Estadistica z Valor p
A-E 2.612355 0.0067*
A-J -0.421798 0.3366
E-J -2.771618 0.0084*

Tabla 17. Comparaciones pareadas por prueba de Dunn de intensidad por

estadio de desarrollo. A (individuos sin branquias), J (individuos con branquias), E

(huevo).
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Figura 15. Grafica de concentracion de copias de Bd segun el estadio de Desarrollo.
Se observa la concentracion de copias de Bd en escala logaritmica contra los
estadios de desarrollo: A (adulto), J (juvenil), E (huevo). Se puede observar la media
de los datos obtenidos por cada estadio de desarrollo, asi como la amplitud de la

muestra y la dispersion.
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Relacion de la intensidad de infeccion de Bd con variables fisicoquimicas del

agua

Los resultados de la correlacion de rangos de Kendall para la intensidad y
el pH mostraron que éste Ultimo no tiene una relacidon estadisticamente significativa
con la intensidad de la infeccion por Bd (p=0.5056) (Tabla 18), a pesar de que el
valor de Tau (Tau=-0.03285133) es negativo este es cercano a 0, lo cual indica que

una variable no se relaciona con la otra (ver figura 16).

Estadistica z Valor p Tau (T)

-0.6657 0.5056 -0.03285133

Tabla 18. Resultados estadisticos de prueba de correlacion de Rangos de Kendall para la intensidad

y el pH del agua. Se muestran los valores de la estadistica z, el valor de p y el valor de Tau.
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Figura 16. Gréfica de correlacion intensidad de la infeccion por Bd y el pH del agua
por prueba de rangos de Kendall. Se observa la distribucion de los valores de
intensidad de la infeccion de acuerdo con los valores del pH del agua, asi como la
linea de tendencia. Cada punto representa un individuo positivo para Bd.

Los resultados de la correlacidon de rangos de Kendall para la intensidad y
el oxigeno disuelto en el agua mostraron que éste Ultimo no tiene una relaciéon
estadisticamente significativa con la intensidad de la infeccion por Bd (p=0.4707)
(Tabla 19), a pesar de que el valor de Tau es negativo (Tau=-0.03559334) este es
cercano a 0, lo cual sugiere que una variable no se relaciona con la otra (ver figura
17).

Estadistica z Valor p Tau (T)

-0.72126 0.4707 -0.03559334

Tabla 19. Resultados estadisticos de prueba de correlacién de Rangos de Kendall para la
intensidad y el oxigeno disuelto del agua. Se muestran los valores de la estadistica z, el valor de

py el valor de Tau.
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Figura 17. Gréfica de correlaciéon intensidad de la infeccion por Bd y el oxigeno
disuelto en el agua por prueba de rangos de Kendall. Se observa la distribucion de
los valores de intensidad de la infeccién de acuerdo con los valores del oxigeno
disuelto del agua, asi como la linea de tendencia. Cada punto representa un

individuo positivo para Bd.

Los resultados de la correlacion de rangos de Kendall para la intensidad y
la conductividad del agua mostraron ésta Ultima no tiene una relacion
estadisticamente significativa con la intensidad de la infeccién por Bd, a pesar de
que el valor de Tau (Tau=-0.07756711, p=0.116) (Ver tabla 20) es negativo este es
cercano a 0, lo cual sugiere que las dos variables no se relacionan (ver figura 18).

Estadistica z Valor p Tau (T)
-1.5718 0.116 -0.07756711

Tabla 20. Resultados estadisticos de prueba de correlacién de Rangos de Kendall para la

ntensidad y la conductividad del agua. Se muestran los valores de la estadistica z, el valor de py

el valor de Tau.
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Figura 18. Grafica de correlacion por prueba de rangos de Kendall para intensidad

de la infeccion por Bd y conductividad del agua. Se observa la distribucion de los
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valores de la intensidad de infeccidén de acuerdo con los valores de la conductividad
del agua, asi como la linea de tendencia. Cada punto representa un individuo positivo

para Bd.

Los resultados de la Correlacion de rangos de Kendall para la intensidad y
la temperatura del agua mostraron que ésta Ultima si tiene una relacion
estadisticamente significativa con la intensidad de la infeccion por Bd
(Tau=0.1469609, p=0.002901) (Ver tabla 21), se observa una relacion positiva entre

ambas variables (ver figura 19).

Estadistica z Valor p Tau (T)

2.978 0.002901 0.1469609

Tabla 21. Resultados estadisticos de prueba de correlacion de Rangos de Kendall para la
intensidad y la temperatura del agua. Se muestran los valores de la estadistica z, el valor de p y

el valor de Tau.
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Figura 19. Gréfica de correlacion intensidad de la infeccion por Bd y temperatura
del agua por prueba de rangos de Kendall. Se observa la distribucién de los valores
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de la intensidad de la infeccion de acuerdo con los valores de la temperatura del
agua, asi como la linea de tendencia. Cada punto representa un individuo positivo

para Bd.
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DISCUSION DE RESULTADOS

México es el quinto pais con mayor diversidad de especies de anfibios,
muchas de estas especies también son endémicas del pais. En las Ultimas décadas
se han registrado declives poblacionales e incluso extinciones de algunas especies
debido a factores como la pérdida de habitat o enfermedades emergentes como la

quitridiomicosis.

Los resultados del presente estudio arrojaron que la infeccién por Bd esta
presente en la especie de ajolote Ambystoma altamirani en las cuatro poblaciones
muestreadas en la Sierra de las Cruces, Estado de México. Estos resultados
concuerdan con lo encontrado por Frias Alvarez y colaboradores en 2008 y
contribuyen al conocimiento de la presencia y distribucion de este patégeno en el

pais.
a) Prevalencia de la infecciéon por Bd

Los resultados de prevalencia de la infeccion por Bd demuestran que ésta
se encuentra de manera persistente en la especie A. altamirani en las cuatro

poblaciones muestreadas en la Sierra de las Cruces, Estado de México.

En cuanto a las diferencias estacionales, la prevalencia se mantuvo
constante a lo largo de las estaciones, siendo més alta en primavera e invierno en
comparacién con verano y otofio. En el caso de los altos niveles de prevalencia
observados en la primavera, si se considera que el sitio de muestreo es una zona de
clima templada, lo anterior podria deberse al aumento en las temperaturas que
podria favorecer el crecimiento de Bd. En el caso de la alta prevalencia observada
en el invierno, podria deberse que esta época del afio (al igual que en primavera) es
la época de sequia, lo cual fomenta la congregacion de los individuos aumentando
la tasa de contacto y por lo tanto la de infeccion. Los resultados anteriores
concuerdan con lo propuesto en la hipoétesis, ya que se esperaban variaciones de
acuerdo con el patron estacional. Cabe mencionar que la persistencia de niveles

constantes de prevalencia puede deberse al tipo de vida de esta especie, ya que
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aquellas especies con estilos de vida totalmente acuaticos tienen mas probabilidad
de infectarse considerando que las zoosporas de Bd se mueven por el agua (Lips,
Green and Papendick, 2003)(Rachowicz and Briggs, 2007)(Greenspan et al.,
2012)(Longo et al., 2015).

En lo que respecta a los cuatro sitios muestreados, la menor prevalencia
encontrada fue en Laguna Seca y la mayor fue en Tecpan, en comparacion con
Organillos y Sehuayan los cuales tuvieron valores intermedios y cercanos entre si.
Se observo que la prevalencia de la infeccion entre los sitios varia de forma

significativa.

Se observé que hay cierta relacion entre la prevalencia de la infeccidn con la
altitud geogréafica de los sitios muestreados, lo cual es concordante con la hipotesis
planteada, ya que el lugar con la menor altitud fue Técpan (3087 m s. n. m.), en el
gue se encontré la mayor prevalencia de la infeccion, asi como una menor
prevalencia de la infeccion en Laguna Seca (3400 m s. n. m.), lugar de mayor altitud.
Esto concuerda con otros estudios que encontraron que el hongo tiene un mejor
crecimiento a menores altitudes (Woodhams et al., 2003), esto puede deberse a la

relacion entre la temperatura y la altitud: a menor altitud mayor temperatura.
b) Estacionalidad de la intensidad de infeccion por Bd

Nuestros resultados indican que existe un patrén estacional de la intensidad
de infeccién por Bd, ya que los valores de intensidad son mas altos en primavera y

verano, en comparacion con otofio e invierno.

Reportes previos de la infeccion por Bd en Mixophyes fasciolatus
encontraron, de manera similar a los presentes hallazgos, que las condiciones
prevalentes como temperaturas templadas y condiciones humedas durante las
estaciones de verano y primavera, eran mas adecuadas para el crecimiento del

hongo (Berger et al., 2004).

De acuerdo con los resultados anteriores, se confirmé la hipétesis del
presente estudio, ya que se esperaba una mayor intensidad de la infeccion durante

el verano y de manera contrastante una menor intensidad durante el invierno, lo cual
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fue concordante con las diferencias documentadas entre estaciones, aunque estas

no fueran significativas.

Un factor importante para considerar en estas variaciones segun el sitio es
la altitud geografica, al comparar igual que en la prevalencia el lugar con la menor
altitud, Técpan (3087 m s. n. m.) y el lugar con la mayor altitud, Laguna Seca (3400
m S. n. m.) se observa que entre estos dos sitios la diferencia es significativa. Al
obtener el promedio de los valores de la intensidad obtenidos por sitio, se obtuvo un
promedio de 287532.1 copias de Bd para Tecpan, mientras que, para Laguna Seca,
se obtuvieron 1700.401174 copias de Bd, estos valores son el mas alto y el mas bajo

respectivamente de los cuatro sitios.
c) Intensidad de la infeccién y estadio de desarrollo

Referente a las variaciones en la intensidad y el estadio de desarrollo, se
encontré que ésta varia de forma significativa entre los huevos y las otras dos etapas
de desarrollo. Es de suma importancia mencionar que no se tienen documentados
reportes previos de la presencia de Bd en huevos y que las pocas copias
encontradas en estos podrian deberse a niveles basales de Bd presentes en el agua.
Entre individuos con branquias e individuos sin branquias no se encuentran
diferencias significativas en los niveles de intensidad. A pesar de lo anterior se
encontraron mas del doble de individuos con branquias positivos para Bd en
comparaciéon con los individuos sin branquias, lo anterior puede deberse a que el
desarrollo en el sistema inmune es un proceso gradual que depende de la edad y

que puede variar con la metamorfosis (Rollins-Smith et al., 2011).

Cabe destacar que a pesar de encontrarse valores elevados de copias de
Bd (valor mas alto encontrado= 4.1498x10'* copias de Bd), en los individuos
muestreados, en los ultimos dos afios no se han registrado declives poblaciones en

esta especie, lo cual sugiere que estas poblaciones coexisten con la infeccion.

d) Relacién entre el grado de infeccibn por Bd y factores

fisicoquimicos del agua
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Se encontr6 una relacion entre la intensidad de la infeccion y la temperatura,
dicha relacion es de caracter positivo, durante las estaciones con temperaturas mas
bajas, la intensidad de la infeccion tendia a disminuir, contrario a esto, en las
estaciones donde la temperatura aumenta la intensidad de la infeccién también
tendia a aumentar. Esta tendencia podria corresponder con la relacion observada
entre la estacionalidad y la intensidad de la infeccion, ya que existe una relacion entre
las estaciones y la temperatura. En el estudio llevado a cabo por Nava y
colaboradores (2020) encontraron que por encima de los 10°C las cargas de Bd eran
mas altas, mientras que por debajo de los 7°C la infeccion disminuia. En
concordancia con los resultados de este estudio, Nava y colaboradores relacionan
los bajos niveles de patogenicidad con las bajas temperaturas ambientales de los
hébitats templados que podrian impedir el crecimiento 6ptimo de Bd vy
particularmente durante el invierno. De igual manera que en A. altamirani, la
prevalencia de la infeccion en A. rivulare se mantuvo constante y con valores altos a
lo largo del estudio. Contrario a sus resultados la intensidad de la infeccién en A.
altamirani no tuvo ninguna disminucién dramatica incluso en las estaciones con

temperaturas mas bajas y menos hiumedas.

De manera contraria a la temperatura, no se encontré una relacion entre la
intensidad de la infeccion y las variables fisicoquimicas restantes, sin embargo, se
puede observar cierta tendencia de la intensidad con el cambio de dichas variables.
En el caso de las tres variables (el pH, la conductividad del agua y el oxigeno
disuelto) se observé que a medida que estos aumentan, la intensidad de la infeccion

disminuye.

Al confirmarse la presencia de Bd en las cuatro poblaciones de A. altamirani,
es importante tomar en cuenta la posible llegada de Bsal a América, por el riesgo
gue esta representa para las poblaciones estudiadas, ya que los efectos
combinados de Bd y Bsal juntos en las poblaciones de anfibios podrian afectar
dramaticamente a las poblaciones de anfibios que ya estdn amenazadas por la

pérdida de habitat o por Bd, como es el caso de A. altamirani (Basanta, Rebollar
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and Parra-Olea, 2019). Estudios de co-infecciones de Bd y Bsal, han identificado
que el efecto de la infeccion por dos patdégenos es mas severa que la infeccidn por
solo uno de éstos ya que ocasionan una desregulacién del sistema inmune
(McDonald et al., 2020). Por lo anterior, si las poblaciones de A. altamirani estan

infectadas por Bd, la llegada de Bsal las impactaria negativamente de forma severa.

El presente estudio documento tanto la existencia como la dinadmica de la
quitridiomicosis como un factor que puede amenazar a A. altamirani y por tanto sus
resultados seran Utiles para la futura implementacion de estrategias de conservacion

de dicha especie.
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CONCLUSIONES

Este trabajo documenta por primera vez la dinamica de la infeccion por Bd
en A. altamirani y la descripcion de su relacidén con la estacionalidad. En términos
generales, A. altamirani presenta altas prevalencias e intensidades de infeccién por
este hongo. La mayor intensidad encontrada en verano es congruente con lo
descrito sobre el aumento en el crecimiento del hongo en las estaciones calidas en

sitios de clima templado.

Hallazgos previos a este estudio sobre la fisiologia del hongo in vitro han
demostrado que algunos factores fisicoquimicos influencian el crecimiento de Bd. El
presente estudio encontrd que la temperatura tiene una influencia significativa sobre

la intensidad de la infeccion por Bd.

Dentro de lo encontrado, se observo cierta influencia de la altitud geografica
sobre la prevalencia y sobre la intensidad de la infeccidn, ya que se documentd que
a mayor altitud geogréafica la intensidad de la infeccion y la prevalencia fueron

menores.
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PERSPECTIVAS

En lo que respecta a las dificultades en la posibilidad de capturar a los
individuos durante las estaciones lluviosas en algunos arroyos por el aumento de su
cauce, especificamente en los muestreos de verano y otofio de 2019, se capturaron
una gran proporcion de individuos con branquias y un escaso numero de individuos
sin branquias. Para estudios futuros se recomienda ampliar el esfuerzo de captura,
es decir, ampliar las horas de muestreo con el fin de obtener nimeros similares de

ambos grupos.

Otra limitacion reside en el conocimiento del nimero preciso de zoosporas,
como se menciond, se utilizan fragmentos sintéticos del ITS para la deteccion de Bd
y el nimero de estos varia entre linajes y cepas. Conocer la intensidad por medio del
numero de copias de ITS puede ser impreciso para determinar si las cargas de
infeccion son altas o bajas. Por lo anterior, el aislamiento y caracterizacion de la
cepa de Bd presente en estas cuatro poblaciones de A. altamirani son cruciales para
lograr la determinacion del nimero de copias del ITS1 presentes en cada zoospora.
Conocer el linaje y la cepa podria ayudar a tener mas informacion sobre la dispersiéon

de Bd en México.

A manera de recomendacion, sera crucial continuar con monitoreos
continuos en estas poblaciones de A. altamirani, para documentar los factores de
amenaza de la especie, asi como realizar muestreos continuos para dar seguimiento
a la infeccion por Bd. Dado que se prevé que Bsal llegara eventualmente al
continente americano los datos de la infeccion de Bsal en A. altamirani deben ser
procesados para determinar si este esta presente. Lo anterior permitiria sentar un
precedente en caso de que las poblaciones de A. altamirani se vieran afectadas por
este patogeno.

Realizar gPCR de las muestras de agua tomadas en los sitios muestreados
en este estudio para cuantificar si hay concentraciones basales de Bd.
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