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RESUMEN

El impacto que tiene la infeccidon causada por el hongo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) y su
asociacién con respecto a las estaciones climdaticas por lo general se ha estudiado mas a detalle en
anuros, sin embargo también afecta a caudados y es importante para entender el
comportamiento de la infeccién en este grupo con el fin de tomar acciones de conservacion.

La quitridiomicosis es una enfermedad causada por un hongo quitrido (Quitridiomycota;
Quitridiales) llamado Batrachochytrium dendrobatidis, el cual infecta la piel de los anfibios,
provocandoles blusqueda constante de agua, postramiento al sol, reduccidén de movimiento (con lo
cual se aumenta la depredacion) e incremento en la tasa de muda de piel, entre otros.

En este estudio se realizd un muestreo anual para detectar la prevalencia del hongo
patégeno Bd en de una poblacidon de salamandras de la especie Pseudoeurycea leprosa, en el
parque nacional La Malinche. El grado de infeccién de Bd se estimé mediante una prueba
diagndstica basada en PCR cuantitavo. A cada organismo se le tomd datos de temperatura
corporal, longitud hocico-cloaca ademas de factores ambientales, como temperatura ambiental,
humedad y temperatura del micro habitat, con el fin de poder relacionar estas variables con la
infeccidn. Se encontré que la quitridiomicosis se distribuye de manera indistinta a lo largo del afio
y por lo tanto no esta relacionada con ningun factor medio-ambiental, tampoco se encontré que
tenga relacién con alguna categoria de edad. El grado de infeccion varia de ser indetectable (cero
equivalentes gendmicos) hasta 7894 equivalentes gendmicos. La prevalencia tuvo un rango que va
desde 7.69% hasta 21.09%, es decir que casi la quinta parte de la muestra estd infectada a lo largo
del afio. Los resultados indican que esta poblacién mantiene a la infeccién en un estado alto
(17.3%), muy probablemente debido a respuestas corporales de los organismos, lo que parece
indicar que la poblacion y la enfermedad coexisten.



I.INTRODUCCION

1.1 Situacion Mundial

En la década de los afios 80, se consideraba que el destino de los anfibios era comun al de los
otros grupos animales y que al conservar suficientes cantidades de habitat, se podria conservar su
biodiversidad (Young et al., 2004). Posteriormente se hicieron observaciones que indicaban que
poblaciones de anfibios estaban disminuyendo e incluso desapareciendo aun en habitats
conservados. Este fendmeno se documentd en varios lugares como, Australia (Berger et al., 1998),
Centroamérica (Berger et al., 1998; Lips, 1999; Lips et al., 2003b), Sudamérica (Ron y Merino,
2000), Puerto Rico, Estados Unidos (Carey, 1999), Espafia(Bosch, et al., 2000), Nueva Zelanda
(Bishop, 2000) y otras partes de Asia (Une et al., 2008; Goka et al., 2009; Yang et al., 2009; Bai et
al., 2010; Kusrini et al., 2008). Por lo tanto se determind que el problema era a nivel mundial
(Wake y Vredenburg, 2008) y que no eran necesariamente casos de extincion provocada por
actividades antropogénicas (Blaustein et al., 1994; Lips y Donelly, 2002).

En un principio, se pensé que el declive podria corresponder a fluctuaciones poblacionales
naturales que presentan algunas especies de anfibios. (Pechman y Wilbur, 1994). Sin embargo se
demostrd estadisticamente que las disminuciones eran significativamente mas elevadas que las
esperadas de manera natural, por lo que se dictamind que algo especifico y problematico estaba
actuando en contra de los anfibios (Pounds et al., 1997). Por ejemplo, se examind la region de
Monteverde en la Cordillera de Tilaran, Costa Rica, donde un colapso de poblaciones en 1987
produjo la desaparicidon del endémico sapo dorado (Bufo periglenes) y del 40% de las poblaciones
de anfibios (Crump et al., 1992). En este caso tratandose de una Reserva Bioldgica (“Bosque
Nuboso de Monteverde”), el habitat estaba sin cambio aparente, por lo tanto, las disminuciones
de anfibios sélo podrian ser explicadas por factores que no son los impactos obvios y directos
causados por los seres humanos (Pounds et al., 1997).

1.2 Factores Causales del Declive de Anfibios

Los factores que se han asociado a la disminucién y extincidén de anfibios incluyen el calentamiento
global, que modifica la distribucién y abundancia de las especies (Pounds et al., 1999), la pérdida
del habitat (Young et al., 2004) y mas recientemente la presencia de parasitos como virus,
bacterias y hongos (Berger et al., 1998; Lips, 1999). Con frecuencia las disminuciones
poblacionales se deben a la accidn sinérgica de varios de estos factores, que hace mas sensibles a
los anfibios a adquirir enfermedades o bien a ser afectados por contaminantes (Santos-Barrera,
2004).Algunos de los patdgenos que afectan a las poblaciones de anfibios son las bacterias (como
Aeromonas sp.,) (Huys et al., 2003), el hongo Saprolegnia (Kiesecker et al., 2001) y algunos
helmintos (Tantaledan et al., 1992; Sarmiento et al, 1999). Particularmente los helmintos
ocasionan malformaciones en el cuerpo y ocasionalmente la muerte de algunos individuos. En
pocos casos podia asociarse la presencia de alguno de estos parasitos con el declive en las
poblaciones y no se consideran como la causa de extincidn en alguna especie de determinada



localidad (Santos-Barrera, 2004). Posteriormente se detectd la presencia de un hongo quitridio en
anuros muertos de Mesoamérica y Australia (Berger et al., 1998).

1.3 Quitridiomicosis

Berger et al. (1998) detectaron un hongo quitrido que fue el causante de las disminuciones de
anfibios, tres especies de anuros de Australia y diez especies de Costa Rica y Panama. El hongo
quitridio fue aislado, cultivado y descrito por Longcore et al. (1999) y fue nombrado
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). La comparacion de este organismo con las muestras
tomadas de ejemplares de anuros de Australia y Centroamérica permitié definir que se trataba de
la misma especie de hongo (Berger et al., 1998 y Longcore et al., 1999).

El posible origen y diseminacién de éste, fue descrito con base en los datos de las
secuencias de ADN vy el rastreo de organismos infectados depositados en colecciones cientificas,
esto ha permitido plantear algunas hipdtesis sobre su origen y dispersién (Morehouse, 2003).
Aparentemente Bd proviene de Africa y fue transportado a América en las décadas de los 60’s y
70’s cuando se exportaban grandes cantidades de ranas del género Xenopus, las cuales eran
usadas por la industria farmacéutica (Daszak et al. 1999). Otra hipdtesis basada en un estudio que
se centrd en la re-secuenciacién del genoma de Bd, obtuvo que uno de los linajes evolutivos se
encuentra en Brasil, sin embargo en el mismo articulo se aclara que es prematuro fijar un origen
para Bd (Rosemblum, 2013).

El Bd se ha dispersado por casi todo el mundo a través de océanos y otras importantes
barreras geograficas alcanzando nuevos continentes. Aparentemente Bd se propaga a través de su
propio movimiento en cuerpos de agua, a través de las aguas superficiales en caso de lluvia, o por
la actividad de cada uno de los anfibios infectados (Speare et al. 2001). También se ha postulado
que Bd puede ser transportado por uno o mas vectores como aves, peces migratorios, o por la
presencia del hombre (Laurance et al., 1997; Johnson et al., 2003).

1.3.1 Caracteristicas de Bd

Los hongos Quitridiomicetos son un grupo grande y diverso que se encuentran en casi todos los
tipos de medio ambiente, incluyendo selvas tropicales, los desiertos y la tundra artica (Powell,
1993). Estos se encuentran con frecuencia en el suelo y el agua, donde digieren sustratos tales
como quitina de cadaveres de insectos, celulosa a partir de materia vegetal, la queratina del
cabello y la piel, o el polen.

El Bd es un hongo quitrido (Quitridiomycota;Quitridiales), el cual tiene dos etapas de vida
conocidas que son tipicas de quitridios: una sésil en la cual éste se constituye por un talo con un
solo zoosporangio, y una moévil, caracterizada por zoosporas uniflageladas, que pueden nadar
hasta 24 horas (Fig.1) (Longcore et al., 1999; Berger et al., 2005a; Piotrowski et al., 2004)



Las zoosporas deBd son transmitidas por el agua, (Berger et al., 1998) y pueden infectar
tanto la piel de los organismos adultos asi como las partes bucales de las larvas de anuros (Bosch,
2003). Las Zoosporas producen un adhesivo con el cual se enquistan a su hospedero (Bartnicki-
Garcia y Sing, 1987). Las zoosporas enquistadas forman finos rizoides, estos rizoides suministran
nutrientes para el desarrollo del zoosporangio joven; éste tarda entre 4-5 dias para convertirse en
un zoosporangio maduro que contiene numerosas zoosporas (Longcore et al., 1999). Los
zoosporangios de Bd crecen en el estrato cérneo de la epidermis en la parte queratinizada (parte
superficial) (Berger et al., 2005a), sin embargo también se han encontrado zoosporangios en los
estratos internos de la epidermis (Berger et al., 2005b).Bd es inoperculado y se desarrolla
monocéntrica o colonialmente (Longcore et al., 1999).

Los zoosporangios de Bd también pueden ser capaces de existir y proliferar como
saprobios en el medio ambiente (Longcore et al., 1999). Aunque algunos quitridios poseen una
etapa de reposo caracterizada por una gruesa pared de esporas, las cuales pueden sobrevivir
durante décadas en condiciones extremas (Powel, 1993), esta etapa no se ha observado en Bd
puesto que pareciera ser una especie relativamente fragil (Longcore et al., 1999).

Substrate independent

- Zoospores -

Sihetenta danandant

Fig. 1. Ciclo de vida del hongo quitridoBatrachochytrium dendrobatidis (Killpatrick et al., 2010).

1.3.2 Preferencias de habitat: temperatura, humedad vy altitud

Bd se encuentra mundialmente distribuido con excepcion de la Antdrtida (Young et al., 2004)
aunque la mayoria de los registros se encuentran en zonas montafiosas entre altitudes de 1000 a
3500 msnm (Ron, 2005). Los rangos a los cuales crece y se reproduce Bd oscilan entre las
temperaturas de 4-25 °C y el pH de 4-8, a su vez también puede soportar la congelacion en cierto
grado (Gleason et al., 2008). El crecimiento éptimo se produce entre 17-25 °C y un pH de 6-7. La
maduracién del zoosporangio aumenta con la temperatura, y el nimero de zoosporas producido
por el mismo es mayor a menor temperatura (Woodhams et al., 2008). Sin embargo, varias cepas
muestran la reduccion del crecimiento y/o mortalidad por encima de 28 °C, y esto parece influir en
los patrones de infeccién (Piotrowski et al., 2004).Se han hecho estudios en cuanto a la
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supervivencia de Bd fuera de su hospedero, los cuales reportan que en arena estéril y agua
proveniente de un lago en condiciones de laboratorio, Bd persistio hasta por tres meses (Johnson
y Speare, 2005); sin embargo, su persistencia en condiciones no estériles cuando se enfrentan a la
competencia de otros microorganismos no se conoce (Longcore et al., 1999).

Las zonas tropicales, debido a sus caracteristicas medio-ambientales, como temperatura,
humedad y precipitacidn, favorecen el crecimiento del patégeno (La Marca et al., 2005); estudios
como el de Retallick et al. (2004) mostraron un pico estacional de las infecciones durante los
meses mas frios del afio en una localidad en Australia, a su vez, Kriger y Héroe (2006) encontraron
que las ranas que fueron infectados durante el invierno podrian eliminar la infeccién durante los
meses mas cdlidos. Sin embargo, estudios de este tipo en el Neotrdpico, no se han realizado (Lips
etal., 2003b).

1.3.3 Especies vulnerables a la infeccién por Bd

Las comunidades de anfibios que han sido devastadas en Costa Rica han dejado muestra de pocas
especies resistentes entre las cuales destacan las de desarrollo directo que no se encuentran en
contacto directo con el agua (Lips et al., 2003a, 2006); también se ha encontrado que las especies
gue tienen habitos predominantemente terrestres son menos vulnerables puesto que no tienen
contacto directo con el patdgeno. Estudios han demostrado que la dindamica huésped-patdgeno
esta influenciada por las condiciones climaticas y que las cargas de Bd en organismos infectados en
la naturaleza seria mayor durante la estacion seca cuando las temperaturas son menores y los
organismos estan estresados por la sequia (Joglar et al., 2007; Burrowes et al., 2004).

La mortalidad entre especies de caudados y otras de anuros ha sido sometida a
experimentacion. Aparentemente la mortalidad fue esporadica y no se relaciona con la dosis o la
tension por estrés causado por la quitridiomicosis (Davidson et al., 2003). Otros factores, tales
como la salud inicial de los animales (Rollins-Smith, 2001), o factores de estrés, tales como
exposicion a los pesticidas, bacterias, o la temperatura pueden contribuir a la mortalidad o
recuperacion del individuo (Carey et al., 1999; Davidson et al, 2001; Hopkins y Channing, 2002).

En conclusidn los organismos con fases larvarias dependientes del agua y aquellos con
fases larvarias prolongadas son mads vulnerables, ya que estdn en contacto por mas tiempo con el
patégeno (Berger et al., 1998; Berger et al., 1999). En contraste, los organismos con desarrollo
directo son menos vulnerables. Por otra parte, cada especie presenta diferentes defensas
inmunolégicas lo que los hace en cierta medida resistente a la quitridiomicosis.



1.3.4 Interacciones de Bd con hospedero.

La dindmica de Bd en poblaciones de anuros esta bien documentada en su mayoria, para urodelos
no es asi, debido a que éstos son mas cripticos en sus ambientes. Dentro de los estudios realizados
se encuentra el de Davidson et al. (2003) en el que infecté salamandras del género Ambystoma y
ranas de distintas especies con la misma cepa de Bd para delimitar si existe distinta
susceptibilidad. Los resultados indican que no existe diferencia, aunque la sobrevivencia a la
infeccion puede estar delimitada por mecanismos tales como la produccion de péptidos
antimicrobianos (Fredricks y Dankert, 2000) o al rapido desprendimiento de la piel infectada
(Davidson et al., 2003).

Un estudio de Marca-Recaptura en una poblacidn Rana muscosa a lo largo de tres afos
mostré que organismos infectados por Bd estaban presentes de manera permanente sin notar una
clara incidencia para determinada época, sin embargo, el verano fue el que mostré mas
consistencia en la infeccidén. Una de las cosas mas significativas que arrojé este estudio fue que el
95% de los individuos que en un momento dieron positivos en algin otro muestreo resultaron
negativos con lo que la infeccion se pierde y gana a través del tiempo (Brigs et al., 2005). Otro
estudio similar realizado durante 9 meses en Australia con Litoria pearsoniana mostré que Bd
reducia la supervivencia mensual aparente de las ranas infectadas en una poblacién endémica en
un 38% (Murray et al., 2009).

Algunos de los cambios conductuales que provoca la infeccién por Bd son la busqueda
constante de agua, tomar el sol, reduccion de movimiento (con lo cual se aumenta la
depredacion), incremento en la tasa de muda de piel, entre otros (Parris et al., 2004a), todos estos
cambios pueden alterar las dindmicas poblacionales incluso a gran escala (Killpatrick et al.,
2010).Hay dos lesiones importantes provocadas por la quitridiomicosis, la primera la pérdida de
secciones en la piezas bucales de las larvas con lo cual se pierde la eficiencia del pastoreo, la
ingesta de alimentos y la supervivencia (Parris et al., 2004b; Parris et al., 2004c) y en segundo
lugar, en organismos adultos, la proliferacion de células keratinizadas (hiperplasia) y la fusidén de
las capas de queratina (queratosis), estas ultimas lesiones podrian interferir en el equilibrio
osmotico (Berger et al., 1998; Voyles et al., 2007).

Por ultimo hay un factor que se involucra con la recuperacion de los organismos. Debido a
gue Bd afecta la parte queratinizada externa de la piel, los anfibios en respuesta, pueden producir
péptidos antimicrobianos en esta misma capa, asi pues esta parece ser la principal defensa contra
estos patdgenos (Rollins-Smith, 2001); estos péptidos se han encontrado en anuros de la familia
Ranidae y en salamandras de las especies Plethodon cinereus (Fredericks y Dankert, 2000), y
Ambistoma tigrinum (Rollins-Smith, 2002). La eficacia de estos péptidos es dependiente de la
temperatura y los factores que puedan influir en el medio ambiente para su sintesis y liberacién
(Matutte et a/.2000).



1.4 Bd en México

El primer registro que se tiene de la presencia de Bd en México fue el reportado por Lips
et al. (2004) en el cual se realizé una evaluacién de la conservacion de especies de anuros en las
montaias de la Sierra de Juarez, Oaxaca y Agua de Obispo, Guerrero; en bosques mesodfilos y de
encino. Algunos de los individuos muertos muestreados en estas localidades se examinaron por un
patélogo y se determind que estaban infectados por el Bd.

Hasta el afio 2006 solo se tenian registradas en México 17 especies de anfibios infectadas
por Bd (Rollin-Smith et al., 2002;Lips et al., 2004; Frias-Alvarez et al., 2008), principalmente en tres
familias; Ambystomatidae, Hylidae y Ranidae. De las especies infectadas tres estan en la categoria
de criticamente amenazadas, tres en la categoria de amenazadas y tres vulnerables. En el estudio
realizado por Mufioz et al. (2006) se detectd presencia de Bd en 24 especies de anfibios,
equivalente al 21 %de las especies de anfibios en el sureste de México. Las especies infectadas
pertenecen principalmente a las familias Bufonidae, Hylidae, Microhylidae, Plethodontidae y
Ranidae, el género con mayor incidencia de Bd fue Plectrohyla. También se detectd el grado de
infeccidn y resultd que la especie Dendrotriton xolocalcaees la mas infectada, la segunda especie
mas infectada es Hyla walkeriy después las ranas Smilisca baudinii y Plectrohyla matudai.

Frias-Alvarez et al. (2008) confirmaron la presencia de Bd en un nimero elevado de los
anfibios endémicos de México. Los resultados sugieren que Bd estd ampliamente distribuido a lo
largo de la Faja Volcanica Transmexicana en los bosques de pino o pino-encino. Este estudio
encontré la quitridiomicosis en localidades relativamente perturbadas como Distrito Federal,
Estado de México, Guerrero, Michoacan, Morelos, Oaxaca y Puebla, asi como en bosques pristinos
como la Reserva de la Biosfera Mariposa Monarca en el estado de Michoacan y el “Centro
Ceremonial otomi", en el Estado de México. A su vez reportan que la especie Ambystoma
mexicanumen las poblaciones en estado silvestre no salié positiva para Bd, sin embargo aclaran
que su muestra fue muy pequefia como para dar por sentado que esta especie se encuentra
totalmente libre del patdogeno.

Las poblaciones de Rana tarahumare y Lithobates yavapaiensis dieron positivas para Bd en
Sonora y Arizona, estas poblaciones respondieron de una variedad de formas a la quitridiomicosis
segln los estudios realizados por Hale et al.(2005), las cuales van desde ninguna respuesta
detectable hasta la extincién aparente de la poblacidon. Sin embargo mds al sur no se ha
confirmado una asociaciéon entre la quitridiomicosis y descensos poblacionales aunque la
enfermedad se ha reportado presente. La asociacién de episodios de mortalidad, con las
estaciones mas frias apuntan a que las bajas temperaturas son un factor estrés (Rollins-Smith et
al., 2002).



1. JUSTIFICACION

Para el caso especifico de Pseudoeurycea leprosa el panorama es desalentador; Mendoza-
Almeralla. com. pers. (2011) estudia actualmente la mortalidad que tiene esta especie una vez que
estd infectada a distintas concentraciones de Bd y de acuerdo a distintos gradientes de
temperatura, los resultados parecen mostrar que a mayores niveles de estrés ocasionados por
temperaturas elevadas las salamandras tendran su sistema inmune mads bajo y serdan mas
afectadas por el Bd (resultados sin publicar).Todo esto se encrudece tomando en consideracion
que Parra-Olea et al. (2005) modelaron la distribucidn de esta y otra especie tomando en cuenta el
panorama del cambio climatico proyectado para el 2050 y estimaron que para esa fecha esta
especie podria perder hasta el 75% de su distribucién actual y aunque su distribucion potencial
esta en areas protegidas, no se puede asegurar la sobrevivencia de esta especie pues la extincion
de especies en lugares conservados debido al Bd ya ha ocurrido.

Este estudio servird para conocer mds afondo la dindmica del patégeno quitrido
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) que sinérgicamente ha actuado en la disminucidn de diversas
poblaciones de anfibios, posiblemente en concierto con los cambios climaticos (Taylor et al.,
1999;Speare y Berger, 2000;Lipset al., 2003b), lo cual es crucial para saber cual es la accion que el
Bd tiene sobre su hospedero, en especial en una escala estacional, puesto que en ésta y su
relacion intrinseca que tiene con la temperatura y humedad, modelan principalmente su
comportamiento. Esto tiene mas importancia puesto que la especie de Pseudoeurycea leprosa
esta enlistada como amenazada por la Nom-059-SEMARNAT-2010 por lo que podrian llegar a
encontrarse en peligro de desaparecer a corto o mediano plazo, si siguen operando los factores
gue inciden negativamente en su viabilidad.

I1l. PROBLEMATICA

Las salamandras de la familia Plethodontidae contribuyen significativamente a Ia
diversidad biolégica de América Central (Larson et al 2006.; Wake y Vredenburg 2008), pero estan
experimentando importantes disminuciones que podrian ser causadas por la quitridiomicosis
(Parra-Olea et al, 1999;Lipset al 2006; Rovito et al 2009).Por ejemplo, Bd se detectd recientemente
en poblaciones de salamandras pletodontidasque estan disminuyendo en México y Guatemala
(Chengetal., 2011).

Importantes declives en el sur de Méxicode salamandras plethodontidaes ocurrieron a
finales de 1970 y 1980, durante o anteriorde muchos reportes de disminuciones de poblaciones de
anuros. Las especies en declive comprenden varios de los principales linajes evolutivos de las
salamandras tropicales, subrayando que una parte significativa de la diversidad filogenética de las
salamandras neotropicales esta en riesgo (Parra-Olea et al., 1999).



IV. HIPOTESIS

La prevalencia y el grado de infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis en
Pseudoeurycea leprosa serd mas elevado en la temporada de secas causado por el estrés hidrico.

V. OBJETIVOS

General

A) Determinar si la infeccidon por Batrachochytrium dendrobatidisen Pseudoeurycea leprosa
en una poblacién del parque Nacional “La Malinche” estd determinada por Ia
estacionalidad anual.

Especifico

a) Estimar la prevalencia de salamandras infectadas por el patdégeno Batrachochytrium
dendrobatidis en Pseudoeurycea leprosa.

b) Determinar si hay una relacién entre la infeccion por Bd en Pseudoeurycea leprosa y
factores fisicos tales como: Temperatura ambiental, temperatura corporal, temperatura
del sustrato y humedad.

c) Determinar si hay una relacion entre la prevalencia de la infeccion por Bden
Pseudoeurycea leprosa y el grado de desarrollo de los individuos.

VI. METODOLOGIA

6.1. Muestreo

Se realiz6 el muestreo en el parque nacional la Malinche, Tlaxcala, cuya precipitacién
media anual es de 800 mm vy la temperatura media anual es de 15°C. El clima es templado y
himedo la mayor parte del aiflo, con una temporada seca y fria deoctubre a marzo. La vegetacion
dominante es bosque de pino-encino. Los darboles dominantes son de las especies dePinus
montezumae, Pinus pseudostrobus, Abies religiosa (Pinaceae), Quercus laurina y Quercus crassipes
(Fagaceae)(Diaz-Ojeda 1992) (Fig.2).
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Fig.2. Area de estudio ubicada en el parque nacional “La Malinche” correspondiente al estado de Tlaxcala,
con 11 puntos de colecta, cada punto es representado por una letra. Mapa elaborado en el sistema de
informacion geografica.

Se colectaron organismos de la especie Pseudoeurycea leprosa (Fig. 3)sefialada como
amenazada por la Nom-059-SEMARNAT-2010.

Fig.3.0rganismo de la especie Pseudoeurycea leprosa, Parque Nacional “La Malinche”, Tlaxcala, Enero de
2012. Técnica digital. Archivo del autor.
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El muestreo se llevd a cabo cada mes durante un afo, en el periodo Octubre del 2011 y
Septiembre del 2012. Cada visita consisti6 en una colecta de 5 horas (10:00 a las 15:00 hrs)
durante 2 dias. Se tomaron los siguientes datos ambientales asociados a cada organismo:
temperatura corporal y del sustrato con un termémetro infrarrojo (FLUKE 62 mini, +- 1% sobre
lectura), asi como humedad y temperatura del micro-habitat circundante con un medidor de
viento (Kestrel 4000), longitud hocico-cloaca (LHC) mediante un Vernier. A las salamandras se les
realizé un frotis (10 golpes en cada uno de los pies, los muslos, las manos y en la parte izquierda,
centro, y derecha de la superficie ventral del cuerpo) (Van Rooij et al., 2011) con un hisopo estéril
(MW 100-100, Medical Wire and Equipment, Bath) (Hyatt et al., 2007). Los hisopos se
almacenaron en una hielera con bolsas de gel congeladas para su transportacién hasta el
laboratorio para que posteriormente se almacenaran a -10°C (Hyatt et al., 2007).La manipulacion
de las salamandras se dio mediante un par de guantes de plastico (estériles para cada organismo)
y fueron liberadas en el punto de captura.

6.2. Cultivo de Bd

Se realizaron dos tipos de medios de cultivo ambos sdlidos. El primero con accién antibidtica “T+”,
(4g de tryptona, 1g de gelatina hidrolizada, 5g de agar bacteriolégico, 100 mg de penicilina y 250
mg de estreptomicina, para 500 mL de cultivo solido), y el segundo sin accién antibidtica “T”(4g de
tryptona, 1g de gelatina hidrolizada, 5g de agar bacterioldgico para 500ml de cultivo solido);
ambos se almacenaron en cajas de petri.

Se sacrificaron ranas de la especie Hyla eximia y se obtuvieron muestras de piel (apéndices
posteriores, anteriores y parte interna de los muslos). Las muestras de tejido se cortaron al
estereoscopio hasta obtener muestras de 1 mm.Se analizaron las muestras al microscopio y se
marcaron mediante un plumon los portaobjetos en cuya muestra se habian detectado esporangios
con zoosporas moviles.

Las muestras marcadas se limpiaron mediante el método de estrias en placas de cultivo “T+”.Este
método consiste en hacer pasar la muestra a través de todo el medio tanto lateral como
perpendicularmente; una vez limpia la muestra se sembré el tejido en placas de cultivo “T+” a
23°C por 15 dias en condiciones de obscuridad (Boyle et al., 2004).

La interaccion de Bd con el agente antibidtico del medio “T+” reduce el crecimiento de Bd pero
protege al cultivo de que se contamine, por lo que las colonias de Bd obtenidas del sembrado de
tejidos se traspasaran a placas de cultivo “T” a 23°C durante 15 dias en condiciones de obscuridad,
para acelerar su crecimiento (Boyle et al., 2004).
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6.3. Reaccidon Cuantitativa de la Cadena de Polimerasa (qPCR)
6.3.1. Preparacién de los Estandares

Una vez obtenido el crecimiento de Bd en las cajas de Petri se cosecharon las zoosporas por
inundacién de agua potable esterilizada, se agregaron 4 mL de la misma en una placa con elevado
crecimiento de Bd, hasta formar una solucion homogénea (Solucion madre). Posteriormente se
realizd una solucion 1:2 de solucidn madre y solucion de betadina (10 mL de agua destilada y 10
mL de betadina) respectivamente, para provocar la muerte de las zoosporas. Se contaron las
zoosporas con un hemocitémetro, se pipeted suficiente solucion de Zoosporas+betadina para
rellenar ambas camaras del hemocitémetro; se contaron las zoosporas en 5 de los cuadros
grandes seleccionados al azar y se sacd la media de los conteos, esta media multiplicada por 25 es
el nimero de zoosporas en 0,02 mm?, se multiplicé por 50 para obtener la cantidad de zoosporas
en 1 mm?, por ultimo se multiplicd por 1000 para determinar el nimero de zoosporas en 1 mL de
nuestra solucién madre (multiplicar por 2 debido al factor de dilucion de la solucién
madre+betadina) (Burrowes com. pers. 2010).

Se diluyd la solucién madre para obtener una concentracién de 1*10’ zoosporas por mL
con agua bidestilada esterilizada “solucion estdandar”. La solucion estandar se centrifugd a 13000
revoluciones por minuto (rpm) durante 2 minutos hasta formar un pellet, se retiré el agua del
pellet y se agregaron 200 uL de Prepman Ultra para llevarlos a un proceso de agitado por 30
segundos mediante un Beadbeater, posteriormente se centrifugd a 7500 rpm durante 2 minutos,
se llevd a agitado por 30 segundos en el Beadbeater, se llevd a bafio Maria (100°C) durante 10
minutos, posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 3 minutos y se aisld el sobrenadante
obtenido (DNA de las zoosporas)(Burrowes com. pers. 2010).

Se realizaron los célculos pertinentes para obtener soluciones de 1000, 100, 10, 1 y 0.1
DNA de zoosporas de Bd (Boyle et al., 2004)

6.3.2 Extraccion de ADN de las muestras desconocidas

A los hisopos obtenidos de los frotis se les agregd 200 uL de Prepman Ultra para
llevarlos a un proceso de agitado por 30 segundos mediante un Beadbeater, posteriormente se
centrifugé a 7500 rpm durante 2 minutos, se llevé a agitado por 30 segundos en el Beadbeater, se
llevo a bafo Maria (100°C) durante 10 minutos, posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante
3 minutos y se aislo el sobrenadante obtenido (DNA de las zoosporas) (Burrowes com. pers. 2010).

6.3.3Cuantificacién de Bd

Se analizaron las muestras en el laboratorio para detectar la presencia del Bd con el
protocolo TagMan PCR en tiempo real usando un equipo Step One Applied Biosystems, con un
total de reaccién de 25 uL, que contiene 20 uL de Master Mix (Applied Biosystems) (2,75 uL de
agua bidestilada, 1 pL de BSA, 12.5 uL de tagman, 1.25 pL de primer ITS, 1.25 plLde primer 5.8s y
1.25 puL de sonda) y 5 pL de DNA (diluido 10™ en agua bidestilada esterilizada). Se incluyé en cada
una de las placas (48 pozos) una muestra por duplicado de estandares de 1000, 100, 10 ,1 y 0.1
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equivalentes al genoma de Bd, control positivo y un control negativo y 34 muestras Unicas de
frotis (Boyle et al., 2004). Hyatt et al. (2007) detallan las propiedades de la prueba, incluyendo
sensibilidad, especificidad, limitaciones, y las comparaciones con otros métodos.

Se utilizaron como condiciones de amplificacién 2 minutos a 50 °C, 10 min a 95°C,
posteriormente se llevd por 15 segundos a 95°C (Desnaturalizacién) y 1 minuto a 60°C
(alineamiento y extension) durante 50 ciclos (No se llega a la temperatura de extension por que el
amplicon es tan pequefio que se puede estar generando durante el alineamiento).

El software del Step One grafica el cambio en la sefial de la fluorescencia (A Rn) a través de
la sonda que se pega en la secuencia complementaria durante las reacciones que se llevan a cabo
en los ciclos durante el PCR contra el nimero de ciclos (Fig. 4). Cuando la sefial de la fluorescencia
de determinada muestra sobrepasa la linea de base (Threshold, de 6 a 15 ciclos) se le asigna el
valor correspondiente de Ct. El nimero Ct se define como el nimero de ciclo en la que el A Rn

cruza este umbral.

El valor de CT es directamente proporcional a la cantidad inicial del templado y es el
fundamento para calcular la cantidad de ADN. Mientras mayor sea la cantidad de ADN en una
muestra, menor numero de ciclos requerird para alcanzar el umbral de deteccion.

Amplification Plat

| Muestras ARn
e Threshold
D.016858 S
- {
i | i &
= 0.001 ‘ L Baselyne A
0.0001 1
0.00001 i
0.000001 —— — SR N, S0
4 & & M0 12 14 1\ 1@ | T ¥ M MW WM T 3¢ ¥ M 40 &£ 4 @ 4 =
Cycle

Fig.4. Caracteristicas de una grafica de amplificacidén en tiempo real. Técnica digital. Archivo del autor.

Posterior a esto el software construye una curva estdndar a partir del Ct de las muestras
estandar que contienen 1000, 100, 10, 1 y 0.1 zoosporas equivalentes; para poder determinar la
concentracién de ADN equivalentes de las zoosporas de las muestras desconocidas (Fig. 5) (Boyle
et al. 2004).
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Fig.5. Caracteristicas de una curva estandar, se grafica el valor de CT contra la concentracion de ADN; en rojo
se muestran los estandares y en azul las muestras desconocidas. Técnica digital. Archivo del autor.

6.4 Andlisis estadisticos

Se realizd una base de datos donde se incluye el nimero de muestra, la temperatura
corporal, la temperatura del sustrato, la humedad relativa, la temperatura ambiental y el grado de
infeccidn (equivalente zoosporas). Este grado se obtiene de acuerdo con la concentracién parcial
multiplicada por el factor de dilucién (1:80), todos estos agrupados de acuerdo con la estacion
correspondiente, Primavera: 21 de marzo al 20 de Junio (Anexo 1), Verano: 21 de Junio al 20 de
Septiembre (Anexo 2), Otoio: 21 de Septiembre al 20 de Diciembre (Anexo 3) y el Invierno: 21 de
Diciembre al 20 de Marzo (Anexo 4).

Los datos de concentracion total fueron sometidos a una prueba de Anderson-Darling para
determinar la distribucién de los datos (normalidad); para mostrar el acomodo de los datos
graficamente se realizé un histograma en el paquete estadistico SPSS.

A) Estacionalidad de la infeccidn por Bd en Pseudoeurycea leprosa

Se procedid a realizar una prueba de Kruskal-Wallis para poder determinar si existe una
diferencia significativa entre las medianas de la concentracion del patégeno a lo largo de las
estaciones (Cuadro 1).
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a) Prevalencia de salamandras infectadas por el patdégeno Batrachochytrium dendrobatidis.

Se realizd una base de datos donde se muestran el nimero de organismos infectados, el
total de organismos colectados por estacion y la prevalencia (%) asociada a cada estaciéon (Cuadro
2). Se realizd una gréfica de la prevalencia de la quitridiomicosis en los organismos (Fig. 8). La
prevalencia (P) es definida como la proporcidn de individuos que padecen una enfermedad en un
periodo determinado de tiempo. Se estimé mediante la expresion: P = N2 de individuos que
presentan Bd/ N2 total de especimenes muestreados por estacién. El valor de la prevalencia se
expresd como porcentaje y se realizd para cada estacidn climatica (primavera, verano, otofo e
invierno). Se obtuvieron los intervalos de confianza de la prevalencia del 95% (Cuadro 3).

b) Relacion entre el grado de infeccién por Bd en Pseudoeurycea leprosa y factores fisicos
tales como: Temperatura ambiental, temperatura corporal, temperatura del sustrato y
humedad.

Se hizo el andlisis de Rho de Spearman en el paquete estadistico SPSS para determinar el
nivel de asociacion entre la concentracion y los factores fisicos: temperatura ambiental,
temperatura corporal, temperatura del sustrato y humedad, exceptuando las muestras Al137 y
Al138 puesto que no se tienen los datos completos. Aunque no existe diferencia significativa a lo
largo de las estaciones climaticas, el someter a prueba el grado la relacién existente entre la
concentracion y los factores fisicos revelara si en especifico alguna de las variables condiciona la
concentracién.

c) Relacién entre la prevalencia de la infeccidon por Bd en Pseudoeurycea leprosa y categorias
de edades.

Se realizd una base de datos en donde se agruparon los individuos de acuerdo con la
estructura de edades siguiendo el criterio de Lynch (1977; citado en Eliosa, 1990), en el que se
considera a los individuos con una LHC menor a 30 mm como crias, de 30-40 mm como juveniles,
mayores a 40 como adultos e individuos totales junto con el nimero de individuos Bd/Positivos y
Bd/Negativos (Cuadro 5) exceptuando las muestras Al159 y Al266 puesto que no se tienen los
datos de LHC. A estos datos se les realizd una prueba de Ji-cuadrada con el fin de determinar la
relacidn existente (en caso que la hubiera) en el programa SPSS 21.
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VII. RESULTADOS

7.1. Muestreo

Con un esfuerzo de colecta de 180 hrs/hombre se colectaron 312 individuos de la especie
Pseudoeurycea leprosa (Cope, 1869) durante el periodo de octubre del 2011 y septiembre del
2012, de los cuales se colectaron 79 en primavera, 66 en verano, 39 en otofio y 128 en invierno.

En total se colecté en 11 puntos a los que se les asignd una letra del abecedario (A-K), a un
minimo de altitud de 3055m y un maximo de 3298m (Fig. 2).

7.2. Cuantificacion

Se realizaron 10 primeras corridas de gPCR en el termociclador Step One para poder tener
la cuantificacion parcial de la concentracion de Bd.18 Bd/positivos cuya concentracidn fue menor a
una zoospora fueron sometidos a una repeticion por triplicado para evitar que fueran falsos
positivos, las muestras que siguieron saliendo Bd/positivas se tomaron como positivas y fueron
afadidas a la base de datos. En total se obtuvieron un total de 54 salamandras positivas y 258
negativas. La concentracion varié de los 0 a los 7894 equivalentes gendmicos (e.g.) de zoosporas,
el nivel de infeccién es de 38.29.Por ultimo la infecciéon no detectable (0 e.g.) fue el valor mas
repetido en la muestra.

7.3. Analisis Estadisticos

El test de Anderson-Darling (P<0.05) realizado en el paquete estadistico Minitab 15 arrojo
gue los datos no estan alineados conforme a la recta a su vez el P-valor fue <0.005 estd por
debajo de 0.05, lo que indica que los datos no se distribuyen de forma normal (Fig. 6).
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Figura 6. Histograma que muestra que los datos se distribuyen de una forma no paramétrica, con el mayor
numero de datos en quitridio/negativos, se muestra la curva de normalidad, la media, la desviacién y el
numero de datos

A) Estacionalidad de la infeccién por Bd en Pseudoeurycea leprosa

El analisis de Kruskal-Wallis (P<0.05) realizado en el paquete estadistico SPSS, que
compara la mediana de los grupos estacionales, mostrd una significancia de 0.166.Puesto que el
nivel critico (0.166) es mayor que 0.05, no se rechaza la hipdtesis nula y se puede afirmar que
existe suficiente evidencia para aceptar la aseveracién de que la concentracién de Bd en las cuatro
estaciones tienen medianas iguales (Fig 7; cuadro 1).

Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes
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Figura 7. Estaciones climaticas y los rangos de concentracién asociados a cada uno, se muestra que la mayoria
de los datos son quitridio/negativos salvo casos extremos marcados en forma de asteriscos.
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Cuadro 1. Analisis de Kruskal-Wallis, se muestran la N de la poblacién, el estadistico de probabilidad (H

calculada), los grados de libertad y la significancia.

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras
independientes

312
N total
Estadistico de probabilidad 5.085
Grados de libertad 3

Sig. Asintética (prueba de dos caras) 0.166

a) Prevalencia de salamandras infectadas por el patdégeno Batrachochytrium
dendrobatidis.

La prevalencia fue obtenida en porcentaje de acuerdo con cada estacién climatica (Cuadro
2).

Cuadro 2. Representacidn de la frecuencia de la infeccidn expresada a través de la prevalencia de la
quitridiomicosis para cada estacién climatica.

Bd/positivos Total de muestra Prevalencia (%)
Primavera 12 79 15.18
Verano 12 66 18.18
Otoiio 3 39 7.69
Invierno 27 128 21.09

Se obtuvieron los intervalos de confianza del 0.05 de acuerdo con la formula de las
proporciones para cada estacion:

p-1.96* V (pn* (1- p)/n) £ pn < pn+1.96* V (pa* (1- u)/n)
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Se obtuvieron los datos para estimar el porcentaje de quitrido positivos en una estacién

dada (Cuadro 3. Fig. 8) con lo que se obtuvo los valores en porcentaje.

Cuadro 3. Prevalencia (promedio muestral) e intervalos de confianza con una significancia del 0,05
expresados en porcentaje para cada estacidn climatica.

Intervalo superior  Intervalo inferior Promedio muestral

Primavera 27.52 10.27 18.98
Verano 31.05 11.35 21.21
Otono 29.91 5.89 17.94
Invierno 34.14 18.85 26.56
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Figura 8. Prevalencia de la infeccidn por Bd, e intervalos de confianza (p: 0.05) mostrados en porcentaje para
cada estacion climatica.
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b) Relacion entre el grado de infeccion por Bd en Pseudoeurycea leprosa y factores fisicos
tales como: Temperatura ambiental, temperatura corporal, temperatura del sustrato y
humedad.

El analisis Rho de Spearman mostrd una relacién positiva baja entre la concentracionyla T
corporal (0.098), T sustrato (0.139), humedad (0.099) y una relacién negativa baja con respecto a
la T ambiental (-0.008) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Analisis de Rho de Spearman, se muestran tres valores para cada cruce de variables: 1) el valor de
coeficiente de correlacidn (negritas); 2) el nivel critico asociado a cada coeficiente (sig.); y 3) el nimero de
casos sobre el que se ha calculado cada coeficiente.

Rho de Spearman

Variable Cuantificacién Variable Cuantificacion
Tcorp Coeficiente de .098 Tamb Coeficiente de -.008
correlacion correlacion
Sig. (bilateral) 481 Sig. .953
(bilateral)
N 54 N 54
Tsustr Coeficiente de .139 Cuantificacién Coeficiente de 1.000
correlacion correlacion
Sig. (bilateral) 317 Sig.
(bilateral)
N 54 N 54
Humedad Coeficiente de .099
correlacion
Sig. (bilateral) 478
N 54

c) Relacién entre la prevalencia de la infeccion por Bd en Pseudoeurycea leprosa y
categorias de edades.

Para saber si hay una edad que sea mas afectada por el Bd se llevd a cabo una prueba de
Ji-Cuadrada modelado en un el programa SPSS 21 usando como base la tabla de estructura de
edades y Bd positivos/negativos (tabla de contingencia) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Bd positivos y Bd negativos para cada estructura de edad, LHC (mm) < 30 crias, de 30-40 juveniles y
> 40 adultos; asi como los totales de cada grupo.

Tabla de contingencia del Estado de desarrollo* Infeccion

Infeccion
Bd/Positivos Bd/negativos Total
Estado de Cria Recuento 15 90 105
Desarrollo .
Frecuencia
esperada 18.0 87.0 105.0
Juvenil Recuento 22 80 102
Frecuencia
esperada 17.4 84.6 102.0
Adulto Recuento 16 87 103
Frecuencia
esperada 17.6 85.4 103.0
Total Recuento 53 257 310
Frecuencia
esperada 53.0 257.0 310.0

Cuadro 6. Analisis de Ji-cuadrada, muestra la significancia, los grados de libertad y el nimero de casos que se
tomaron para el estudio.

Prueba de chi-cuadrado

Sig.
asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado
de Pearson 22022 2 333
N de casos
validos 310

La significancia de Ji-cuadrada fue de 0.333 con 2gl y un 95% de confianza, como este valor
de Ji-cuadrada es mayor que la significancia de 0.05 se puede afirmar que no existe dependencia
entre las estructuras de edades y la concentracion del Bd (Cuadro 6).
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VIII. DISCUSION

México, con alrededor de 375 especies de anfibios se encuentra entre los cinco paises con
mayor diversidad (Young et al., 2004; Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004).Alrededor del 65%
de las especies mexicanas de anfibios son endémicas (IUCN 2007) y al igual que otros paises,
debido a la pérdida de habitat diversas poblaciones de anfibios han disminuido o desparecido
(Parra-Olea et al., 1999). Sin embargo, también en lugares bien conservados se ha dado un declive
en las poblaciones como por ejemplo en el Cerro San Felipe, Oaxaca (Parra-Olea et al., 1999).
Aungque estas disminuciones muchas veces se reportan considerando especies de anuros, también
las poblaciones de salamandras se han reducido considerablemente en los ultimos 20 o 25 anos
(Parra-Olea et al., 1999; Rovito et al., 2009).

Los resultados encontrados demuestran que la infeccidn por Bd esta presente de manera
permanente en la especie Pseudoeurycea leprosa en la poblacion del Parque Nacional “La
Malinche”. Estos datos contribuyen al conocimiento de la infeccion en México como ha sido
presentado previamente por Frias-Alvarez et al. (2008) a lo largo de 12 estados, del norte de Baja
California al sur de Oaxaca y Tabasco, por Cheng et al. (2011) a través del estudio de organismos
colectados pertenecientes al Sureste mexicano y por el estudio de Rovito et al. (2009) en Chiapas,
Oaxaca y Veracruz.

A) Estacionalidad de la infeccion por Bd en Pseudoeurycea leprosa

En este trabajo se cuantificd la concentracion de Bd,los datos obtenidos muestran que Bd
si se encuentra en la poblacién estudiada, datos previos muestran que Bd ha estado presente en
las salamandras Plethodontidas de México desde los afios 70 y 80 (Cheng et al., 2011) y
corresponde con el declive poblacional tan marcado que han sufrido los anfibios (Rovito et al.,
2009).

La concentracion de Bd no se distribuye de manera normal segun el test de Anderson-
Darling, en cambio la mayoria de los datos estan cargados en cierto punto de la distribucidn en
este caso hacia el extremo de concentracidén negativa del quitridio (Fig. 6) y que la media y la
mediana no son iguales, esto es debido a la gran variedad de valores que la concentracion toma,
que van desde 0-7894 zoosporas. Otros autores que reportan una gran variedad de valores son
Bell et al. (2011) (0-635.3 zoosporas), Hunter et al. (2009) (0-104797 zoosporas) y Kriger y Hero
(2007) (0-235287). El intervalo de concentracion es mayor en estos reportes que en el presente.
Esto muy probablemente se debe a que estos estudios fueron realizados en poblaciones de
anuros, los cuales son mas susceptibles que las salamandras, debido a que estas ultimas tienen
defensas en su piel que les permiten mantener en niveles bajos a la infeccién por Bd (Fredricks y
Dankert, 2000; Davidson et al., 2003).

Las condiciones prevalentes en el sitio de muestreo coinciden con las condiciones que Bd
prefiere, las cuales son temperaturas bajas, altas elevaciones y condiciones humedas (Berger et
al., 2004). Aun asi la concentracidén permanecio sin cambio significativo a lo largo de las estaciones
de acuerdo con el andlisis de Kruskal-Walis (Fig. 7). Esto sugiere que las salamandras tienen
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mecanismos para mantener a la infeccién en un nivel que tiende a 0 e.g., ya que el grado de
infeccion bajo (en este caso) proporciona informacién a la respuesta que se tiene sobre la
enfermedad (Longo et al., 2009). El que los datos hayan salido la mayoria de ellos negativos no es
extrafio, un estudio realizado a salamandras plethodontidas arrojé que ninguna de las 921
muestras salieron positivas (Pasmans et al., 2013) lo que parece indicar una respuesta fisioldgica a
la infeccion.

Aunque no hay estudios especificos para Pseudoeurycea leprosa hay otros estudios en
salamandras que enuncian principalmente a tres factores que se han asociado con la liberaciéon y
la recuperacién a la infeccidn, estos son, el desprendimiento de piel (Davidson et al., 2003),
bacterias cutdneas (Harris et al., 2006; Rollin-Smith et al., 2011) y la liberacién de péptidos
antimicrobianos (Rollin-Smith et al., 2002; Woodhams et al., 2007). Es factible asumir que la baja
concentracién de la infecciéon presente en el muestreo puede deberse a que algunas otras
especies de salamandras, tienen la capacidad de desprender frecuentemente piel, con lo que la
infeccidon puede ser negativa en el organismo pero no asi en la piel desprendida (Davidson et al.,
2003). Aunado a esto se ha demostrado que algunas especies de esta familia producen péptidos
antimicrobiales (Longcore et al., 1999; Berger et al., 2005b) que son eficaces para matar
zoosporas de Bd (Pasmans et al., 2013). Por ultimo las bacterias pueden producir metabolitos anti
fungicos (Rollin-Smith et al., 2011) que previenen la invasion de microorganismos (Fredricks y
Dankert, 2000; Pasmans et al., 2013). Los niveles de infeccién consistentemente bajos observados
sugieren que la poblacién estudiada tiene alguno o varios de los factores mencionados, por lo que
mantienen en niveles negativos a la quitridiomicosis. Sin embargo no se pueden descartar otros
factores que reduzcan los niveles detectables de infeccidn por lo que estos resultados requieren
una mayor investigacion para identificar posibles mecanismos causales.

a) Prevalencia de salamandras infectadas por el patégeno Batrachochytrium
dendrobatidis.

Aunque las condiciones ambientales pueden favorecer que en la estacidon seca los
organismos se refugien entre la madera y la corteza de tocones (Garcia-Vazquez et al., 2006), lo
gue genera una mayor predisposicién a los contagios, la prevalencia se mantiene de una forma
uniforme a lo largo del afio con un valor de7.69 % (Otofio) y hasta 21.09 %
(Invierno).Generalmente se reporta una prevalencia alta cuando se asocia una relacidén con la
estacionalidad climatica, tal es el caso con lo reportado en Litoria wilcoxi que alcanzé hasta 58.3%
en inicios de primavera (Kriger y Hero, 2007), 53% durante el invierno (Departament of the
Enviroment and Heritage, 2006) y 32.1 % en primavera en ranas de la especie Lithobates pipiens
(Voordouw et al., 2010).A su vez los periodos de prevalencia alta coinciden con la reduccion de la
supervivencia de fondo (Murray et al., 2009).

Los datos registrados también contrastan con reportes de prevalencias bajas como de
0.93% en 452 ranas y 304 salmandras de Estados Unidos (Hossack et al., 2010),0% en salamandras
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del genero Speleomates (Pasmans et al., 2013) y de diversos estudios en Australia (Departament
of the Enviroment and Heritage, 2006).Los porcentajes bajos de prevalencia estan asociados a la
alta susceptibilidad a la infeccién de una especie, debido a que los organismos moriran
rapidamente (Departament of the Enviroment and Heritage, 2006), por lo que la baja prevalencia
no es indicativa de menor riesgo para las poblaciones (Longo et al., 2009).

La prevalencia de la poblacidn examinada en este estudio es alta de acuerdo con lo
obtenido por Bell et al. (2011), quienes encontraron un intervalo de prevalencia de 19.6-36.0% y
es similar a otros datos que muestran prevalencias de 22.0% (Goldberg et al., 2007), 24.1% (Kriger
y Hero, 2007) y 13.1% (Voordouw et al., 2010). Esto sugiere que esta poblacidon de salamandras
desarrolld resistencia ante Bd y actualmente coexiste con la enfermedad. Datos similares son
reportados por Retallick et al. (2004) asi como Voordouw et al. (2010), quienes también
mencionan que las poblaciones de sus estudios tuvieron un decremento hasta que posteriormente
se estabilizaran. Esto es consistente con la reduccidn de las poblaciones de salamandras que ya
han sido documentadas (Parra-Olea et al., 1999; Rovito et al., 2009) y que sin embargo las
especies no fueron extirpadas por completo.

Aunque con sus reservas, se puede afirmar que la poblacién estudiada no esta fuera de
peligro, ya que se puede esperar que el calentamiento global reduzca los niveles de Bd en especies
de bajas altitudes pero que genere un dptimo de temperatura a elevadas altitudes, como es el
caso de la especie involucrada en este estudio Pseudoeurycea leprosa (Piotrowski et al.,
2004).Aunado a esto un periodo largo de coexistencia entre Bd-hospedero no garantiza un
ndimero estable de individuos en la poblacién, ya que se ha demostrado reducciones tras un
periodo de convivencia de hasta 30 afios (Murray et al., 2009). Un punto a favor de la
supervivencia de Bd es que en un estudio realizado por Lips et al. (2008) no se encontraron
pruebas que apoyen que el calentamiento global este generando brotes de quitridiomicosis. En
suma se cuenta que Pseudoeurycea leprosa se distribuye en 31 dreas dentro de zonas naturales
protegidas.

b) Relacidon entre el grado de infeccién por Bd en Pseudoeurycea leprosa y factores fisicos
tales como: temperatura ambiental, temperatura corporal, temperatura del sustrato y
humedad.

Aunque la infeccidn permanecié sin cambio a lo largo de todo el afio, se sabe que en el
sitio de muestreo las condiciones de temperatura ambiental y del sustrato asi como la humedad
no permanecen estables a lo largo del afio (Garcia-Vazquez et al., 2006), por lo tanto es de suma
importancia establecer si algun factor fisico condiciona de alguna forma la infeccién en los
organismos. En este aspecto este estudio es novedoso ya que no se tiene conocimiento de que
algun trabajo divida al clima en factores ambientales, e intente relacionar a alguno de ellos con la
infeccidn por Bd, ya que la mayoria solo la relacionan con el clima en su totalidad (Retallick et al.,
2004; Woodhams et al., 2005; Fisher et al., 2009; Rovito et al., 2009).

De acuerdo con el andlisis de Rho de Spearman ninguna de las variables fisicas se ve
fuertemente relacionada con la concentracién, por lo que se puede afirmar que no existe relacion,
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en cuanto la temperatura ambiental (Cuadro 2), la nula relacién contrasta con un estudio realizado
a una especie de rana Mixophyes fasciolatus, en el cual se encontrd que las temperaturas menores
a 24°C estan relacionados en la muerte de los organismos y el grado de infeccién (en condiciones
de cautiverio) (Berger et al., 2004), en conjunto a esto, un estudio realizado en Atelopus zeteki
demostrd que las ranas sobreviven mas a 23°C que a 17°C (Bustamante et al., 2010).

La relacién que tiene la infeccién con la humedad (cuadro 2), contrasta con los resultados
obtenidos por Bustamante et al. (2010) que encontraron que en condiciones de humedad las
ranas de la especie Atelopus zeteki sobrevivieron menos que las expuestas a condiciones de
sequedad. Se sabe en general que el periodo de temperaturas bajas y secas genera una mayor
intensidad de la infeccidon (Retallick et al., 2004; Woodhams et al., 2005; Fisher et al., 2009; Rovito
et al., 2009), a su vez rompe con la hipdtesis que la estacién seca producira un estrés fisioldgico ya
gue estas dependerian del agua para sus actividades (Rovito et al., 2009).

La temperatura corporal se ve moldeada por la del sustrato (Fig. 8), esto debido a que P.
leprosa se comporta de una forma criptica en sus ambientes, es decir permanece enterrada en
cavidades, debajo de hojarasca y en tocones podridos (observaciones del autor) (Fig. 8). Ambas
temperaturas no tienen relacion con respecto a la concentracion (0.098 y 0.139 respectivamente),
debido a que en estos factores no se tiene conocimiento de alglin trabajo que los relacione, no se
puede profundizar mds, sin embargo, muy probablemente el comportamiento y el contraste
tendria que ser muy similar al de la temperatura ambiental.

c) Relacién entre la prevalencia de la infeccion por Bd en Pseudoeurycea leprosa vy
categorias de edades.

De acuerdo con el andlisis de Ji-Cuadrada ninguna de las categorias de edades se ve
mayormente comprometida por la quitridiomicosis, aunque las categorias de edades en si
presentan una temporalidad establecida, con un mayor nimero de crias de noviembre a marzo,
juveniles de abril a julio y los adultos en agosto (Garcia-Vazquez et al., 2006) debido a que la
infeccidn esta distribuida de forma indistinta a lo largo del afio no compromete a ningln grupo en
particular, que coincide con lo encontrado por Kriger y Hero (2007) que reportan que no existe
diferencia entre la LHC y la quitridiomicosis en |la especie Litoria wilcoxi (Gnicamente adultos).

Otro factor puede ser que Pseudoeurycea leprosa es terrestre y presenta un desarrollo
directo por lo que en ninguna de sus etapas estd expuesta a cuerpos de agua, tales como rios o
lagos, en los que se sabe Bd puede ser transmisible (Longcore et al., 1999; Johnson et al, 2003;
Ron, 2005).Estudios en anuros han demostrado que las larvas de estos son mas afectados por la
infeccion (Voordouw et al., 2010) muy probablemente debido a la exposicién a las zoosporas
existentes en el agua. También, en un estudio llevado por Longo y Burrowes (2010) se demostré
gue la infeccién afecta mas a juveniles que adultos de dos especies de anuros, si a esto se alna
que las especies como Pseudoeurycea leprosa que cuidan a sus huevos hasta que eclosionan
pueden transmitir de forma vertical algunas bacterias benéficas (Harris et al., 2006) se tiene que
en general este organismo no se ve tan afectado en ninguna estructura de edad.
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IX- FUTURAS INVESTIGACIONES

Los resultados de este estudio ayudardan a bidlogos conservacionistas involucrados en los
programas de cria en cautiverio y la investigaciéon sobre la dindmica de la enfermedad en los
sistemas naturales.

Aunque nuestros resultados son la evidencia preliminar que la poblacién muestreada de
Pseudoeurycea leprosa es una poblacién de bajo riesgo de deterioro debido a la quitridiomicosis,
se recomienda mas estudios adicionales con el fin de investigar el riesgo que Bd puede plantear
en toda la distribucidn de la especie.

Las siguientes lineas de investigacidn que surgen a partir de este estudio se recomiendan
como un medio para aumentar nuestra comprension del impacto que tiene el Bd con esta especie
y otras salamandras de la misma familia con el fin de poder generalizar la situacién actual de la
misma, con el propdsito de generar lineas de conservacién a largo plazo:

-Realizar un estudio similar con otras especies de salamandras en regiones montafiosas de todo el
pais, con el fin de relacionar entre los resultados, para poder determinar si la situacidon es
generalizada o especifica para las especies.

-Llevar a cabo un muestreo y estudio adicional en el mismo parque pero ubicando los puntos de
colecta en el estado de Puebla para realizar un informe general del estado de la infeccién en el
parque nacional “La Malinche”

-Evaluar en condiciones de laboratorios la infeccién por distintas concentraciones de Bd y a
distintas temperaturas con el objetivo de trazar medidas de conservacion en torno a la
problemdtica de calentamiento global

-Determinar los péptidos antimicrobiales y las bacterias benéficas que actuan en contra de la
quitridiomicosis presentes en la piel de Pseudoeurycea leprosa.

X. CONCLUSIONES
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A) La infeccidon por Batrachochytrium dendrobatidis se distribuyd de manera indistinta a lo
largo del afio.

a) La prevalencia de la infeccidn oscilo entre 7.69% y 21.09%.

b) La infeccidén por Batrachochytrium dendrobatidis en Pseudoeurycea leprosa no estuvo
relacionada con ningun factor fisico.

c¢) Ninguna de las etapas de vida de Pseudoeurycea leprosa se vio mayormente afectada
por la quitridiomicosis.
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ANEXO 1: Informacidn sobre factores fisicos, estado de desarrollo y grado de infeccidon

para las muestras de la primavera.

Grado de infeccion

Muestra Temp. Temp. Humedad Longitud H-C  Temp. (equivalente
Corp °C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C z00sporas)
AL168 12.2 10 33.8 45.47 27 0
AL169 15.8 12.6 33.8 32.42 27 0
AL170 13.6 10.8 33.8 47.37 27 0
AL171 13.6 10.8 33.8 47.37 27 0
AL172 10.4 8.8 33.8 43.96 27 0
AL173 19.6 13.2 33.8 19.85 27 7.36
AL174 12.8 12.6 33.8 21.74 26 0
AL175 10.8 104 33.3 22.07 23.8 0
AL176 12.4 11.6 33.3 26.14 23.8 0
AL177 12.2 12 33.3 42.25 23.8 0
AL178 194 18.8 30.5 35.74 27.7 0
AL179 154 15 30.5 30.76 27.7 0
AL180 12.2 11.6 33.1 4451 21.3 0
AL181 12.2 11.8 33.1 45.9 21.3 0
AL182 18.3 14 33.1 46.75 21.3 0
AL183 19.8 19.2 30.7 22 25.2 0
AL184 25.6 19.2 30.7 19.51 25.2 0
AL185 16.2 15.2 30.7 23.86 25.2 0
AL186 18.6 17.6 30.7 44.32 25.2 0
AL187 15.4 14.2 30.7 31.57 25.2 0
AL188 13.6 13.2 30.7 46.11 25.2 0
AL189 13.6 10.6 30.7 42.81 25.2 0
AL190 11.4 13.2 30.7 36.03 25.2 0
AL191 19 14.2 31.2 33.95 26.1 0
AL192 154 14.6 31.2 46.43 26.1 0
AL193 19.8 19 33.8 41.26 27 0
AL194 15.2 14.8 33.8 26.09 27 0
AL195 14.4 14 33.3 24.74 23.8 0
AL196 15.6 15.2 33.3 31.69 23.8 0
AL197 14 11.6 33.3 47.3 23.8 0
AL198 12.4 11 26.14 36.44 27.7 0
AL199 21.4 15 314 27.6 24.2 0
AL200 19.8 15 31.9 31.59 24.2 0
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Grado de infeccion

Muestra Temp. Temp. Humedad Longitud H-C Temp. (equivalente
Corp°C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C Zoosporas)

AL201 17.4 15 31.9 48.64 24.9 617.6
AL202 17.6 14.4 29 43.22 24.9 0
AL203 16.4 14.4 29 33.29 24.9 0
AL204 16.2 14.4 29 44.85 24.9 0
AL205 23.4 14.6 22.4 459 24 0
AL206 20.2 18.6 26.9 33.82 24 0
AL207 31.6 18.6 26.9 45.02 24 0
AL208 17.2 16.8 26.3 24.52 27 0
AL209 13.2 14.4 26.3 28.27 27 0
AL210 21.4 16.8 26.5 34.07 23.4 1.84
AL211 134 11.6 26.5 46.48 23.4 96.16
AL212 19.2 14.4 26.5 38.21 23.4 0
AL213 13.8 12 32.9 28.2 23.4 0
AL214 27.8 19.4 30.7 33.15 22.7 0
AL215 17.2 15.8 30.7 42.53 22.7 6.32
AL216 13.2 11.8 30.7 33.49 22.7 0
AL217 17.8 14 30.6 40.47 23.1 0
AL218 15.6 14.2 20.2 25.26 34 13.76
AL219 13.8 12.2 20.2 30.47 34 0
AL220 17.6 14.4 20.2 26.53 34 0
AL221 14.4 14 38.2 27.26 20.2 0
AL222 15.4 14.9 38.2 28.05 20.2 0
AL223 15.8 15.6 38.2 23.76 20.2 0
AL224 14.6 16.4 67.7 38.87 19.6 0
AL225 154 16 67.7 41.31 19.6 0
AL226 14 16 67.7 28.37 19.6 0
AL227 15.8 15 67.7 24.88 19.6 0
AL228 16.8 16 67.7 43.03 19.6 0
AL229 15.2 154 67.7 29.34 19.6 0
AL230 17.2 17.8 64.4 46.39 19.5 10.88
AL231 17.2 16 64.4 33.65 19.5 6.4
AL232 16.4 15.6 64.4 29.42 19.5 0
AL233 15.6 14.6 57.8 40.09 21.2 0
AL234 14.6 14 57.8 20.98 21.2 0
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Grado de infeccion

Muestra Temp. Temp. Humedad relativa Longitud H-C  Temp. (equivalente
Corp °C Sust. °C (%) (mm) Amb °C z00sporas)
AL235 15.2 15.4 57.8 29.69 21.2 0
AL236 20.8 20.6 57.8 41.23 21.2 0
AL237 18.2 17.4 57.8 35.5 21.2 0
AL238 16 16.2 57.8 42.82 21.2 57.76
AL239 19.2 17.8 57.8 20.7 21.2 0
AL240 18.6 17.6 57.8 30.29 21.2 17.6
AL241 16.4 15 57.8 21.64 21.2 0
AL242 15.6 14.4 57.8 31.06 21.2 0
AL243 16.2 15.1 57.8 26.33 21.2 0
AL244 16.4 14.6 57.8 29.57 21.2 7894
AL245 16.6 13.6 57.8 34.59 21.2 5.52
AL246 14.8 14.4 57.8 27.48 21.2 0
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ANEXO 2: Informacidn sobre factores fisicos, estado de desarrollo y grado de infeccidon

para las muestras del verano.

Grado de infeccion

Muestra Temp. Temp. Hun'-iedad Longitud H-C  Temp. (equivalente
Corp °C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C z00sporas)

AL247 16.4 15 57.8 26.78 21.2 1.6
AL248 15.8 15.8 65 31.94 20 45.6
AL249 14.8 15 65 48.31 20 0
AL250 14 14.2 65 17.33 20 0
AL251 17.8 13.8 65 24.24 20 0
AL252 14 13.8 65 32.09 20 0
AL253 16.2 16 65 28.05 20 0
AL254 15.4 15 65 15.76 20 0
AL255 16.2 154 65 18.66 20 3.52
AL256 16.2 15.6 65 31.34 20 0
AL257 16.2 16.2 65 30.36 20 0
AL258 14.2 14 65 329 20 1169.6
AL259 13.2 13.6 65 28.63 20 23.44
AL260 17.6 15.6 58 28.79 24 0
AL261 12.8 12.2 82.8 10.06 16.2 0
AL262 15.8 12.2 82.8 51.25 16.2 0
AL263 13.2 12.2 82.8 50.55 16.2 0
AL264 11.4 11.2 90 30.35 15.5 0
AL265 11.8 11.8 90 57.13 15.5 0
AL266 11.4 11.4 90 ?7?? 15.5 0
AL267 11 10.8 90 34.69 15.5 59.44
AL268 11.6 6.8 90 46.84 15.5 0
AL269 104 10.2 74.7 44.06 16.2 0
AL270 10.8 10.6 74.7 53.06 16.2 58.08
AL271 10.2 10 74.7 46.89 16.2 0
AL272 11.2 10.8 74.7 39.25 16.2 0
AL273 14.6 10.6 74.7 34.12 16.2 0
AL274 104 10 74.7 46.71 16.2 213.6
AL275 104 104 74.7 56.23 16.2 0
AL276 9.6 9.6 74.7 78.34 16.2 0
AL277 10.6 9.2 74.7 54.94 16.2 0
AL278 10.2 10.2 74.7 49.24 16.2 0
AL279 11.6 10.8 74.7 37.22 16.2 0
AL280 12 11.8 90 34.6 15.2 3.28
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Grado de infeccion

Muestra Temp. Temp. Humedad Longitud H-C  Temp. (equivalente
Corp °C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C z00sporas)

AL281 114 10.6 90 33.11 15.2 0
AL282 12.8 12.6 90 29.4 15.2 0
AL283 134 12.8 90 36.49 15.2 0
AL284 12.6 11.2 90 23.68 15.2 0
AL285 12.4 12.6 90 33.46 15.2 0
AL286 12.12 11.6 90 47.25 15.2 0
AL287 114 11.2 90 42.21 15.2 0
AL288 12.4 11.6 69.3 48.46 19.9 0
AL289 11.8 11.6 69.3 41.94 19.9 0
AL290 11.8 11.8 69.3 46.29 19.9 0
AL291 12.6 12 71.4 36.55 18.2 0
AL292 12.2 12.4 53.8 40.68 17.8 0
AL293 10.2 10 53.3 33.66 16.9 0
AL294 10.4 9.4 53.4 35.68 16.9 0
AL295 9.4 9.4 53.3 42.3 17.5 0
AL296 10.2 9.4 53.3 43.61 17.5 0
AL297 9.8 10.2 52.8 47.8 17 0
AL298 9.6 10.4 52.8 30.8 17 0
AL299 9.2 9 58.5 32.9 154 0
AL300 8.8 9.4 58.5 32.9 15.4 0
AL301 7.6 7.2 59.2 50.4 139 0
AL302 9.2 9.4 59.2 26.3 13.9 0
AL303 9.2 8.8 62.4 33.35 134 0
AL304 8.8 8.6 62.4 22.54 13.4 0
AL305 8.4 8.2 62.4 36.8 134 9.92
AL306 8.6 8.6 62.4 49.83 13.4 0
AL307 8.6 8.8 62.4 28.98 134 0
AL308 8.6 8.4 62.4 49.35 13.4 10.72
AL309 7.4 7.2 68.2 26.93 13 0
AL310 6.8 7.2 68.2 51.35 13 0
AL311 7.7 6.6 68.2 43,98 13 68.4
AL312 7.2 7 68.2 54.57 13 0
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ANEXO 3: Informacidén sobre factores fisicos, estado de desarrollo y grado de infeccién

para las muestras del otofio.

Grado de
Muestra Temp. Temp. Humedad Longitud H-C  Temp. infeccion
Corp °C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C (equivalente
zoosporas)
ALO1 10.06 9 63 40.38 16.6 0
ALO2 9.6 9.6 66 36.49 16.6 0
ALO3 9.8 10 66 22.81 15.8 0
ALO4 9.2 9 62 20.67 15.8 0
ALO5 8.4 8.6 414 45.23 15.8 0
ALO6 10.2 11 42.3 30.1 15.3 0
ALO7 10 104 41.5 44.62 15.3 0
ALO8 10.6 10.8 41.5 39.14 15.3 0
ALO9 10.4 10.2 40.6 29.49 18.2 0
AL10 13.8 11 53.2 32.7 19.6 0
AL11 11 11.2 39.6 45.66 19.6 0
AL12 10.6 10.6 38.75 23.47 14.5 0
AL13 12.8 12.2 45.7 38.22 14.5 0
AL14 11.2 134 45.8 43.68 139 0
AL15 6.2 7.5 48 21.69 12.7 11.2
AL16 4.02 11.9 53 20.61 119 0
AL17 11.8 11.4 37.1 16.06 139 0
AL18 8.2 5.8 38.1 34.4 16.8 0
AL19 16.8 17.5 35.4 50.39 16.8 0
AL20 6.6 8.2 32.5 57.13 18.4 0
AL21 11.2 10.6 34.8 25.09 17.2 0
AL22 7.2 7.4 40.5 33.52 9.4 0
AL23 2 2.2 40.5 17.43 9.4 0
AL24 2.4 2.4 40.5 22.08 16.9 0
AL25 4.4 5.8 37.9 21.29 17.3 0
AL26 11.2 8.8 39.9 28.15 18.5 0
AL27 10.6 14.9 39.2 29.33 18.5 0
AL28 10.5 15.6 39.2 20.37 18.5 0
AL29 104 16.7 39.2 25.59 17.2 0
AL30 7.4 6.6 39.2 26.98 17.2 0
AL31 7.8 5.6 38.7 26.66 18.1 0.08
AL32 7.2 6.4 37.5 27.78 18.1 0
AL33 7.3 6.3 37.5 22.04 18.1 1.76
AL34 7.2 6.3 37.5 22.74 18.1 0

42



Grado de

Muestra Temp. Temp. Humedad Longitud H-C  Temp. infecciéon

Corp °C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C (equivalente

zoosporas)
AL35 7.4 6.5 37.5 24.18 17.5 0
AL36 7.1 6.4 37.5 17.74 18.6 0
AL37 5.8 6.2 37.1 19.78 18.6 0
AL38 5.8 6.9 37.1 18.53 18.2 0
AL39 6.8 5.4 36.6 21.34 18.2 0
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ANEXO 4: Informacidn sobre factores fisicos, estado de desarrollo y grado de infeccidon

para las muestras del invierno.

Grado de
Temp. Temp. Humedad Longitud H-C  Temp. infeccién
Muestra Corp °C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C (equivalente
zoosporas)
AL40 8.8 7.2 45.1 37.51 17.7 0
AlL41 7.2 6 45.1 29.2 17.7 0
AL42 7.2 6.28 45.1 40.52 17.7 0
AL43 12 10 44.3 24.42 225 5.6
AL44 5.4 4.5 44.3 35.18 225 0
AL45 114 9.8 34.2 204 18.4 0
AL46 6.8 6.6 34.2 34.5 18.4 0
AL47 9 7.6 34.2 30.25 18.4 4.32
AL48 8.2 7.8 39.1 27.28 19.7 0
AL49 8 7.2 39.1 31.01 19.7 0
AL50 7.4 7.6 39.1 49.58 19.7 0
AL51 9.6 6.6 39.1 30.45 19.7 3.68
AL52 8.8 7.8 39.1 24.57 19.7 0
AL53 4.6 4.4 39.1 21.2 19.7 2.72
AL54 8.4 7.6 28.4 37.12 22.8 4.64
AL55 8.4 7.8 28.4 37.26 22.8 0
AL56 7.6 7.2 28.4 34.92 22.8 0
AL57 13.8 134 28.4 35,51 22.8 1.92
AL58 6.8 5.6 30.4 32.19 19.8 0
AL59 3.8 2.4 30.4 28.17 19.8 67.44
AL60 3.6 2.8 30.4 31.85 19.8 0
AL61 8.8 8.2 30.4 19.26 231 0
AL62 15 6 23.9 17.32 231 0
AL63 6.6 6.2 23.9 42.19 231 0
AL64 9 7.2 23.9 33.81 231 0
AL65 8.6 6.2 325 325 19.6 2.24
AL66 7.2 6.2 325 28.81 19.6 0
AL67 7 7.6 325 32.34 19.6 0
AL68 7.6 8 325 18.82 19.6 0
AL69 8.2 8.4 27.6 29.55 22 0
AL70 6.8 6.2 24 41.52 20 1351.2
AL71 6.2 5.8 24 28.16 20 0
AL72 8.5 7.6 32.8 30.2 20.9 1.52
AL73 10.6 10.4 26.1 54 22.1 0
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Grado de

Temp. Temp. Humedad Longitud H-C  Temp. infeccién
Muestra Corp °C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C (equivalente
zoosporas)
AL74 104 8.8 65.7 31.49 15.3 0
AL75 23.8 9.4 65.7 43.53 15.3 0
AL76 17.2 9.2 65.7 36.29 15.3 0
AL77 8.8 9.2 55.8 19.58 18.2 0
AL78 15.2 12.2 58.9 17.69 17.3 0
AL79 14.4 9.6 58 30.09 12.2 0
AL80 15.2 9.6 47.8 44.34 20.3 0
AL81 8.2 9.4 47.8 39.26 20.3 6
AL82 13.3 8.2 47.8 41.33 20.3 0
AL83 14.4 8.2 52.5 43.76 19.2 0
AL84 7.6 7.4 52.5 31.83 19.2 0
AL85 12.8 9.4 49.7 321 20.8 0
AL86 14.2 7.8 49.7 36 20.8 0
AL87 14.6 12.8 49.7 33.08 20.8 0
AL88 13.6 14.8 49.7 35.89 20.8 0
AL89 10.2 9.8 49.7 30.14 20.8 0
AL90 12.2 9.4 49.7 41.35 20.8 0
AL91 10.8 10.4 49.7 21.01 20.8 1.28
AL92 114 9.6 49.7 47.95 20.8 0
AL93 12.8 9.2 49.7 43.48 20.8 12.88
AL94 12.12 8.8 49.7 19.57 20.8 0
AL95 104 9.4 49.7 28.16 20.8 0
AL96 114 10.6 49.7 37.76 20.8 2.08
AL97 9.8 9.4 49.7 20.32 20.8 0
AL98 9.8 9.2 49.7 28.32 20.8 0
AL99 10.8 9.6 49.7 47.29 20.8 0
AL100 11.2 114 61.6 30.44 16.2 0
AL101 13 12.8 61.1 29.23 16 0
AL102 8.6 8.6 61.1 29.47 16 14.48
AL103 8.8 8.8 61.1 31.47 16 0
AL104 9.8 9.1 51.5 38.96 18.8 0
AL105 9.6 9 51.5 41.6 18.8 0
AL106 9 9 51.5 44.52 18.8 2.16
AL107 9.4 9 51.5 20.39 18.8 3.68
AL108 8.4 8.6 51.6 51.56 21.5 0
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Grado de

Muestra Temp. Temp. Humedad Longitud H-C  Temp. infeccién
Corp °C Sust. °C relativa (%) (mm) Amb °C (equivalente
zoosporas)
AL109 10.6 11.2 51.6 29.29 21.5 0
AL110 11.8 11.8 51.6 46.78 21.5 0
AL111 11 11 51.6 50.77 21.5 11.12
AL112 11 11 51.6 42.82 215 0
AL113 9.8 9.8 51.6 39.38 21.5 0
AL114 10 10 51.6 33.83 215 0
AL115 10.8 10 51.6 45.13 21.5 0
AL116 10.8 10.8 51.6 46.2 215 0
AL117 10.6 10.6 51.6 52.55 21.5 0
AL118 10.6 10.6 51.6 37.26 215 0
AL119 10.6 10.6 51.6 31.61 21.5 0
AL120 10.6 10.6 51.6 26.54 215 0
AL121 9.8 9.8 51.6 45.41 21.5 0
AL122 10.6 10.6 51.6 40.18 215 0
AL123 16.2 10 26.7 28.46 20.5 0
AL124 9.8 9.4 26.7 45.76 20.5 0
AL125 9.6 9.4 26.7 52.28 20.5 0
AL126 9.6 9.4 26.7 52.28 20.5 0
AL127 9.6 9 22 27 23 0
AL128 9.2 9 22 40.13 23 0
AL129 9.2 9 22 40.02 23 0
AL130 9 9 22 31.45 23 0
AL131 8.2 8.4 30.8 37.04 22 0
AL132 8.2 8.2 30.8 52.07 22 0
AL133 9.2 9.2 30.8 22.09 22 0
AL134 7.6 7.4 23.4 47.94 211 0
AL135 8.2 8 234 32.27 21.1 0
AL136 7.2 6.8 23.4 49.19 211 0
AL137 22.8 28.1 22.1 0
AL138 22.8 33.02 22.1 0
AL139 10.8 9.4 26.8 314 20.5 13.2
AL140 11.4 10.2 26.8 18.53 20.5 0
AL141 12.6 11.4 26.8 33.61 20.5 0
AL142 16.2 9.8 26.8 46.08 20.5 44.32
AL143 10.2 9.8 26.8 18.23 20.5 22.48
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Grado de

Muestra Temp. Temp. Humedad Longitud H-C  Temp. infeccién
Corp°C  Sust.°C relativa (%) (mm) Amb °C (equivalente
zoosporas)
AL144 13.4 9.6 26.8 20.71 20.5 0
AL145 14.2 11.4 22 37.56 23.2 13.52
AL146 14 11.4 22 38.54 23.2 0
AL147 10.6 8.6 22 37.07 23.2 0
AL148 11.2 8.6 22 37.9 23.2 0
AL149 12.2 8.6 22 43.79 23.2 0
AL150 10.8 8.4 30.6 43.88 22.1 0
AL151 11.8 8.4 30.6 37.06 221 0
AL152 9 9.4 23.7 39.51 20.7 71.04
AL153 14.4 12.2 23.7 33.8 20.7 4.08
AL154 12.2 10.8 23.7 31.14 20.7 0
AL155 13.4 10.8 23.7 18.67 20.7 0
AL156 12.4 10.8 23.7 17.48 20.7 0
AL157 10.2 9.2 23.7 37.33 20.7 0
AL158 12.4 10.4 28.6 44.48 20.3 0
AL159 12.8 11.4 286 ? 20.3 3.44
AL160 11.2 11 28.6 18.9 20.3 0
ALl61 12.6 10 28.6 23.24 20.3 0
AL162 9.6 7.8 32.5 4341 19.8 0
AL163 10.8 8 325 42.94 19.8 14.32
AL164 8.8 8 32.5 39.66 19.8 0
AL165 11.2 9.4 35.2 38.97 18.2 0
AL166 11.4 10 35.2 48.28 18.2 10.08
AL167 10.8 9.4 35.2 46.26 18.2 0

47



	Portada

	Índice General 

	Resumen

	I. Introducción

	II. Justificación   III. Problemática
	IV. Hipótesis   V. Objetivos   VI. Metodología

	VII. Resultados

	VIII. Discusión

	IX. Futuras Investigaciones   X. Conclusiones

	XII. Referencias

	Anexos


