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RESUMEN

En este trabajo se describe la fenología reproductora y la plasticidad en el desarrollo y
crecimiento larval de Rana montezumae en los estanques del Jardín Botánico de la UNAM,
así como también se presentan detalles sobre las enfermedades y malformaciones de la
población de este anfibio. El Jardín Botánico de la UNAM, presenta 13 estanques
artificiales que permiten el establecimiento de una población de Rana montezuma e. En
cinco de ellos está rana lleva a cabo su desarrollo completo, siendo los otros estanques
visitados esporádicamente por formas adultas. Después de mostrar un capítulo
introductorio, los resultados del presente trabajo se presentan en tres capítulos
independientes. En el primero de ellos se aborda la delimitación de la especie de rana
encontrada en el área de estudio. Para ello se utilizó el gen ribosomal 12S y se determinó
que la única especie que habita en los estanques es Rana montezumae. Una vez establecido
que la especie en cuest ión es Rana montezumae en el capítulo ID se estud ia la fenología
reproductora de la población y la plasticidad en el desarrollo y crecimiento de larvas. Se
encontró que la relación entre el crecimiento y diferenciación es variab le entre los
diferentes estanques estudiados. Los renacuajos que se encontraron en un sitio de crianza
con una estabilidad alta, realizaron la metamorfosis a mayor tamaño que aquellos
renacuajos que se encontraron en sitios de crianza con una estabilidad media y baja. Estas
variaciones pueden ser interpretadas como una estrategia en el desarrollo para la
sobrevivencia de la rana en ambientes heterogéneos. En el último capítulo se describ en
algunas de las enfermedades que afectan a la población de Rana montezumae en los
estanques del Jard ín Botánico de la UNAM, así como también se presentan evidencias de
malformaciones en dicha población. En larvas de Rana montezum ae se encontró la
sintomatología típica de la quitridiomicosis, enfermedad causada por el hongo quitridial
Batrachochytrium dendrobatidis. Así mismo se encontró una masa blanca algodonosa
identifi cada como Saprolcgnia sp en una larva viva, en un metamórfic o muerto yen un
adulto muerto y Saprolegnia f erax en un metamórfico hallado muerto . Por último se halló
una larva con extremidad supernumeraria cuya causa puede atribuirse a la presencia del
trematodo del género Ribeiroia , sin embargo el agente etiológico no fue encontrado. Este
trabajo aporta datos sobre la biología y ecología de la población de Rana montezuma e en
una región particular de la Repúb lica Mexicana.

1
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1 INTRODUCCIÓN GENERAL
La diversidad de anfibios a nivel mundial está formada por un total de 5763 especies de las
cuales 5059 son anuros, 534 son urodelos y 170 cecilidos (AmphibiaWeb, 2005). El orden
Anura posee 29 fam ilias , entre las que se encuentra la familia Ranidae que actualmente
reconoce 11 subfamilias, 53 géneros y 732 especies (AmphibiaWeb, 2005). Dentro de la
familia Ranidae el género Rana es el tercer grupo taxonómico con mayor riqueza
especifica, al estar constituido por 233 especies (AmphibiaWeb, 2005).

Los individuos de la familia Ranidae son conocidos como "ranas verdaderas"
(AmphibiaWeb 2005), se encuentran alrededor del mundo con la excepción de América del
sur , el oeste de India, la región Australiana y la mayoría de las islas de Oceanía (Duellman
y Trueb 1994). Los intervalos en la longitud de su cuerpo van de 5 a 40 cm, la pupi la es
usualmente horizontal, los machos genera lmente tienen sacos bucales laterales pareados, el
número de vértebras presacrales es ocho, no tienen costillas, en la mayoría de los casos las
maxilas tienen dientes (Hofrichter et al. 2000), y por último, no poseen cartílago intercalar
entre las penúltimas y últimas falanges (AmphibiaWeb 2005).

Los integrantes de la familia Ranidae son específicos a sus sitios de crianza, regresan cada
año al mismo sitio de anidación (Hofrichter et al. 2000). Los amplexos tienden a ser
axilares (Hofrichter et al. 2000), la mayoría de las especies depositan en forma de masa
globosa pequeños huevos pigmentados, generalmente en aguas con poco movimiento
(Duellman y Trueb. 1994), tienen larvas libres nadadoras, aunque en algunas especies
asiáticas el desarrollo es directo como Ceratobatrachus, Discodeles, Palmatorappia y
Platymantis (Duellman y Trueb 1994; Hofrichter et al. 2000).

En México existen 290 especies de anfibios, de las cuales 195 son anuros, 93 urodelos y 2
cecílidos (F lores-Villela 1991; 1993b). El orden Anura tiene un total de nueve familias y 26
géneros, representando así el 5.5% de la fauna de anfibios a nivel mundial (Flores-Villela
1993b). El único género de la familia Ranidae que se enc uentra en México Rana (Flores­
Vi lIcia 1993b), el cual cuenta con 24 especies, de las cuales 13 son endémicas (Flores­
Villela y Gerez. 1994). En el Distrito Federal se han reportado dos especies del género
Rana endémicas del país: Rana tlaloci y Rana montezumae (F lores-Villela y Gerez 1994).

El presente estudio, realizado en el Jardín Botánico de la UNAM, documenta la fenología
reproductora y la plasticidad en el desarrollo larval, así como la detección de enfermedades
así como malformaciones encontradas en Rana montezumae.
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1.1 Especie
Rana montezumae Baird (1854)

1.1.1 Taxonomía

Reino:
Subreino:
Phylum :
Subphylum:
Superc1ase:
Clase:
Orden:
Suborden:
Familia:
Genero:
Especie :

1.1.2 Nombre válido

Animalia
Metazoa
Chordata
Vertebrata
Tetrapoda
Amphibia
Anura
Diplasiocoela
R ánidae
Rana
montezumae

Rana montezum ae: Baird, 1854. Proc. Acad. Nat. Sci. Philadelphia vol.7, p.61; Report on
the U.S. and Mexican boundary Survey, vol. 2, Reptiles 1859, p.27, p1.36, fig 1-6. Kellog,
US. Nat Mus. Bull. 160, 1932, pp.191-192, 197, 199. Taylor, Univ. Kansas Sci. Bull. , vol
28, 1942, pp, 46-47, pI. 3, fig 1-5 (renacuajo).

1.1.3 Sinonímia

Rana adrita Troschel, in Mueller, Reisen in den Vereinigten Staaten, Canadá and México ,
vol 3, 1865, p. 61 6 ( México ; tipos desconocidos).

Rana mexi cana

Ralla moctezum a

Ralla montezuma

Rana montezum ae

Rana montezum ae concotor Cope. 1887, U S. Nat Mus. Bull. 32, p.20 (Guanajuato;
lectotipo U.S.N.M. No. 81101).

Rana montezumae montezumae, Baird, 1854, Proc. Acad. Nat. Sci . Philadelphia, 7: 61;
Cope, 1887, Bull. US. Natl. Mus ., 32: 20

Rana pipiens montezuma e
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Rana (Pantherana) montezumae, Dubois, 1992 , Bull. Mens. SocoLinn. Lyon, 61: 332.

Raneus montezumae

1.1.4 Nombre común

Se le conoce comúnmente como rana negra o rana verde (Rudich de la Rosa 1980).

1.1.5 Morfología de los adultos

La morfología de Rana montezumae la describen Uribe et al . (1999) . Organismos de
tamaño mediano, con LHC x = 57.1 +/- 7.1 mm (41.0-96 mm, n= 16); las hembras son más
grandes (x = 69.3 +/- 8.7 mm) que los machos (= 50.3 mm); el color de fondo generalmente
es café o gris, punteado de blanco. Cabeza ancha de tal manera que la amplitud que haya
nivel del ángulo de las mandíbulas es más grande que la distancia entre la punta del hocico
y el margen posterior del tímpano; el hocico es redondeado; no se distingue el canto rost ra l,
la región loreal es ligeramente cóncava, los nostrilos son notables y están situados en un
punto equidistante entre los ojos y el hocico, los ojos son grandes y sobresalen; el tímpano
se aprecia claramente y su tamaño es dos tercios del diámetro del ojo, los dientes
vomerianos se disponen transversa y oblicuamente en pequeños grupos situados detrás de
los bordes posteriores de las coanas. Las glándulas del costado son estrechas y prominentes,
extendiéndose de la parte superior del tímpano a la región sacra; entre ellas sobre todo en la
parte posterior, se presentan pequeñas verrugas; los lados tienen tubérculos de tamaño
uniforme. Las extremidades posteriores son largas y los dedos terminan en punta, y
presentan una membrana interdi gital que cubre hasta la punta de los dedos de los pies.
Cuando se lleva el talón hacia delante éste alcanza el tímpano o un poco más adelante; los
tubérculos subarticulares son pequeños; pliegue dorsolateral poco prominente; el tubérculo
metatarsal interno es sobresaliente; su forma es elíptica o casi triangular, con tubérculos
metatarsales externos. La reg ión dorsal generalmente es de co lor castaño punteado de
b lanco, los puntos son dimin utos en la parte dorsal, pero en la parte lateral del cuerpo y de
los muslos se tornan más grandes, siendo en ocasiones verdaderas manchas. El vien tre es
amarillo claro jaspeado de gris, sobre todo en la región guiar y extremidades (Fig.l)

1.1.6 Morfología de las larvas

Las larvas son grandes y robustas, la cabeza es mucho más estrecha que el cuerpo; ojos
dorso laterales no visibles desde el fuelle, la distancia entre ellos ligeramente más grande
que la distancia a la punta del hocico, los nostrilos casi equidistantes entre los ojos y la
punta del hocico, cercano uno con el otro, la distancia entre ellos menos que la distancia de
cada ojo o punta del hocico, espiráculo lateral sinistral, esta distancia alojo es un poco más
grande que entre la distancia entre ojos, la apertura anal es destral (Taylor 1942). La
longitud relativa de l cuerpo y de la cola no parece variar con el creciente tamaño (Korky y
Webb 1992). La cola es más larga que el cuerpo (Korky y Webb 1992). La forma del
cuerpo en vista dorsal es un triángulo tipo roma o un triángulo achatado anteriormente con
un ligero me llado poster ior a los ojos que tiende a separar la cabeza del abdomen en el
término anterior de los músculos dorso laterales; esta separación es obvia en la vista lateral,
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especialmente en las larvas grandes (Korky y Webb 1992). La musculatura proximal de la
cola es gruesa y robusta (Korky y Webb 1992). La musculatura de la cola con segmentos
bien definidos, empieza en el centro de la espalda, la aleta dorsal empieza en la mitad de la
espalda, algo baja al principio, después va creciendo hasta alcanzar la altura máxima al
empezar la tercera mitad de la cola, la aleta dorsal es más ancha en la parte estrecha que en
la parte musculosa de la cola , pero más ancha que en la parte ventral (Taylor 1942) . Fig.
1.1.

FIG.l .l . Ilustración de la larva de Rall a montezumae. Tomada de Taylor (1942).

Coloració n y patrones> Los renacuajos vivos muestran una considerable variación en los
colores y los patrones entre las mismas especies debido a la ontogenia y las variables
ambi entales (Korky y Webb 1992). Al preservar los renacuajos en formo l, pierden su color
debid o a la filtración, pero retiene patrones de melanin a en varios grados (Korky y Webb
1992). Los renacuajos en formol muestran una variación en la retención de la melan ina,
dependi endo del tamaño (Korky y Webb 1992). Los renac uajos pequeños tienden a ser
claros, con la cola lisa (sin dibujos), con una reducida cantidad de melanina en el cuerpo y
en la musculatura de la cola y poseen líneas tenues en el cuerpo y miom eros en la cola
(Taylor 1942). Dorsalmente de verde oliva, el color continua a los lados de la región de la
cabeza y abdomen, negro a los lados, barbilla verdusca o rojo amarill enta; intestino visible
a través de la pared abdominal, los músculos de la cola y aletas bastantes verde
amarillentas, en la base empieza hacerse negro; posteriormente con algunos puntos (Taylor
1942). Las características de color y patrones están mejor desarrolladas en los renacuajos
grandes los cuales tienen el dorso de su cuerpo y los lados gris oscuro con miomeros
distintivos en el contorno dorsolateral; el vientre es generalmente claro o ligeramente gris
con el intestino visible (Tay lor 1942). La musculatura amarilla clara de la cola tiene
distinciones, mayormente sin dibujos, miomeros anteriores, con un fino jaspeado de puntos
coalescentes y motas posteriores (Korky y Webb 1992). En los renacuajos recién fijados la
cola es de color verde negrusco, pero falta el color en algunos de los renacuajos con tiempo
de fijado (Taylor 1942). En el momento en que aparecen los miembros la cola sigue siendo
tan larga como la cabeza y el cuerpo (Taylor 1942).
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Disco oral.- Las papilas con o sin pigmentar son pequeñas y escasas dentro de la curva o
comisura de la boca (Korky y Webb 1992). En los lados de la boca y en labio inferior se
encuentran flecos libres de amplitud variable varios anchos, estos a su vez están limitados
por una sola fila de papilas; algunas papilas adicionales próximas a la curva o comisura de
la boca (Taylor 1942). Korky y Webb (1992) describen la fórmula de la fila de los dientes
que es aplicable a la mayoría de las larvas 2(2)/3(1). La longitud de las filas de dientes de
A-l es más o menos la misma longitud del ancho de la boca. La fila de dientes A-2 es
variable. La hilera de dientes de la derecha y la hilera de dientes de la izquierda están
separadas por un espacio grande (más grande que cada hilera de dientes). Las filas de
dientes A-2 pueden ser variables, pueden estar presentes las dos, puede estar presente solo
un lado ya sea izquierdo o derecho, o pueden no estar. La variación que se indica parece
que no tiene que ver con el estado de desarrollo. La hilera de dientes PI tiene un estrecho
espacio medio. La tercera fila de dientes, la más inferior, es notablemente más corta que la
P-l o P-2 más o menos de la misma longitud. Fig.l .2.

A-2

Papilas ......t--- - -,

P-2

P-3

A-l

A-2

P-l

Papilas

FIG 1.2. Dibujo del disco oral de la larva de Rana montezumae,
estado de desarrollo según Gosner 34. Tomado de Korky y Webb. (1992) .

Korky y Webb (1992) sugieren la siguiente combinación de características de Rana
montezumae como una posible utilidad en la comparación con las larvas del complejo de
Rana pipens:

l . La relativa pigmentación posterior de marcas negras y abundantes en la cola.
2. Fi la de dientes A-3 nunca presentes.
3. Un espacio ancho de A-2 (más ancho que cada segmento de filas laterales).
4. Ausencia ocasional de la fila A-2.
5. Una relativa longitud corta de la fila P-3 en comparación con P-2
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1.1.7 Distribución

Rana montezumae es una especie endémica de México, se ha registrado en los estados de
Aguascalientes, Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México,
Michoacán, Puebla, Querétaro, San Luis Potosí , Zacatecas (Flores-Villela y Gerez . 1994)
(Fig.l.3.). Se tienen datos dudosos o presencia no confirmanda en el Estado de Morelos
(Flores-Villela y Gerez 1994).

1.1.8 Estado actual de conservación
Ante el status de conservación de la Unión Internacional para la Unión Internacional para la
Conservación de la Naturaleza (UICN) Rana montezumae no aparece en ninguna categoría
de riesgo. Tampoco se encuentra dentro del apéndice 1y II de la "Convention on
International Trade in Endangered Species ofWild fauna and Flora"(CITES). Sin embargo
está especie esta registrada como sujeta a protección especial por la norma ecológica oficial
mexicana NüM-059-ECO 2001.

1.1.9 Hábitat

Rana montezumae se encuentra en bosques de Quercus o Encino, bosques espinosos ,
matorral xerófilo , y en ambientes acuáticos (Flores-Villela y Gerez 1994). Se localizan
frecuentemente en zonas alteradas (Uribe el al. 1999). Reportada a una altitud mínima de
1,500 m.s.n.m y una altitud máxima de 2,000 m.s.n.m (Flores-Villela y Gerez 1994). Es
particularmente interesante que para el presente trabajo se encontró una población a una
altitud de 2,250 m.s.n.m.

1.1.10 Hábitos

Ralla montezumae es una especie de actividad nocturna; sin embargo, se le puede encontrar
durante el día, en las primeras horas de este (Uribe el al. 1980). El alimento que ingiere con
más frecuencia son insectos de los ordenes Hemiptera, Orthoptera, Hymenoptera, y Diptera
(larvas y adultos), así como crustáceos, anélidos y arácnidos (Uribe el al. 1999).

I.I.ll Importancia

Rana montezuma e es lIna especie comestib le, se sabe que en el lago de Tecocomulco es
utilizada como alimento, donde las ancas son comúnmente consumidas (obs. pers).

1.1.12 Depredadores

Mamíferos, aves acuáticas, algunos peces (Rudich de la Rosa 1980). En el presente estudio
se observó a la garza Butorides virescens como consumidora habitual de Rana
monlezumae.
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FIG 1.3 , Mapa de distrib ución de Ralla montezuma e en México,
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1.1.13 Filogenia

El subgrupo montezumae consiste de cinco especies descritas y una sin describir: R. dunni
R. montezumae, R. megapoda, R. chiricahuensis, R. subaquavocalislas de la planicie
mexicana (Hillis y Wilcox 2005), (Fig.l.4.).

-.

*"
**

1• Rana boy/Hgroup
2. Rana catesbeiana group
3. Rana palmipes grD\JP
4. Ranatarahumarae group
5. Rana pipiens. group

a. montezumae subgroup
b. areo/ara subgroup
c.berlancr~risubgroup

..

Subgrupo
montezumae

-- e 01 :>ut)l;lllutioll:;/',;l tl:

Posterior Probability;
• >9 5%

.. >99%

FIG l A . Árbol filogenético del género Rana en América. Tomado de Hill is y WiIcox (2005). Se
señala co n una flecha al Grupo montezumae y en particular Rana montezumae.
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1.1.14 Especies crípticas
El género Rana esta caracterizado por poseer una remarcada y conservada morfología
externa , razón por la cual ha sido históricamente dificil de delimitar (Zaldivar et al. 2004) .
Es posible la confusión de metamórficos de R. montezuma e con R. spectabilis y R. tlaloei ;
los caracteres que probablemente los distinguen en etapa adulta son el tipo de pliegues
dorsolaterales, forma de la cabeza, longitud de las piernas y color dorsal (Tabla. 1.1.).

b 'liRd R / /R• '1TABLA 1 1 C. . aracteres ú t i es para 1 erenciar a . montezumae e .. t a oei y .. speeta / /s
ESPECIE CARACTER DESCRIPCION

R. montezumae Pliegue dorsolateral Poco prominente.
(Uribe et al. 1999)

R. speetabilis Pliegue dorso lateral Alisados , anchos y usualmente de color bronce.
(Hill is y Frost 1985)

R. t/a/oei Pliegue dorsolateral Prominentes, levantados y de color bronce.
(Hillis y Frost 1985)

R. montezumae Forma de la cabeza Anchade tal maneraque la amplitud que haya niveldel ángulo de las
mandíbulas es más grande que la distancia entre la punta del hocico y

margen posterior del tímpano. El hocico es redondeado.
(Uribe et al. 1999)

R. spectabilis Forma de la cabeza Corta y redondeada .
(Hillis y Frosl. 1985)

R. montezuma e Longitud de las Cuando se lleva la tibiofibula hacia delant e éste alcanza el tímpano .
piernas (Uribe et al. 1999)

R. sp ectabilis Longitud de las Cortas, la distancia final de la tibiofibula no alcanza la boca.
piernas (Hilli s y Frost 1985)

R. tlaloci Longitud de las Pierna s relativamente largas, el final de la tibiofibula extendida, más
pternas allá del hocico cuando esta se presiona a lo largo de l cuerpo .

(Hillis y Frost 1985)
R. montezuma e Color dorsal Castaño, punteado de blanco.

(Urib e et al. 1999)
R. spectabilis Color dorsa l Verde metálico a amarillo verdo so.

(Hillis y Frosl. 1985)
R. tlaloci Color dorsal Café oscuro con ligeros halos alred edor de las manchas dorsales.

(Hilli s y Frost 1985)
R. 1Il 0fl tezumae Patrón dorsal de Pequeños, redondeados , obscuros y numerosos.

manchas (Pérez - Ramos comopers)
R. spectabilis Patrón dorsal de Medianas, ovaladas, de color café, con bordes claros.

manchas (Pérez - Ramos com. pers)
R. tlaloci Patrón dorsal de Medianas, cuadri longas, color café, con bordes claros

manchas (Pérez - Ramos com. pers)
R. montezumae Membrana Amplia hasta la parte distal del dedo

interdigital (Pé rez - Ramos com. pers)
R. spe ctabilis Membrana Escasa

interdigital (Pérez - Ramos comopers)
R. tlaloci Membrana Escasa

interdigital (Pérez - Ramos como pers)
R. montezuma e Forma de la punta Ancha

de los dedos (Pérez - Ramos comopers)
R. sp ectabilis Forma de la punta Roma

de los dedo s (Pérez - Ramos com opers)
R. t/a/oei Forma de la punta Roma

de los dedos (Pérez - Ramos comopers)
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1.2 Área de estudio.
1.2.1 Reserva del Pedregal de San Ángel
El Pedregal de San Ángel se encuentra en la Ciudad de México (19° 17' N, 99° 1'W)
dentro del campus de la Uni versidad Nacional Autónoma de México, a una altitud de 2300
m.s.n.m (Camacho 1999). Se formo a partir de la erupción del volcán Xitle y conos
adyacentes, su edad fluctúa, alrededor de los 2500 años (Álvarez el al. 1982); antiguamente
el derrame original se encontraba desde las faldas del Ajusco has ta 10 que hoy conocemos
como avenida Miguel Ángel de Quevedo , abarcando 80 Km2 (Rojo 1994). Debido al
crecimiento urbano la zona del malpaís se ha reducido en un 90%, quedando solo
fragmentos aisl ados del ecos istema natural (Rojo 1994). Dentro de la Universidad Nacional
Autónoma de México se encuentra uno de los ejemplos de estos fragmentos, convirtiéndose
así en un refugio para muchas especies (Fig .1.5) .

La reserva Ecológica del Pedregal (REPSA), posee un clima templado y sin estación fría
pronunciada, prop ia de las planicies altas de regiones tropicales y subtrop icales (Rzedowski
1954). Su temperatura media anual es de 15.5° C, con variaciones extremas que van desde
los _6° C hasta los 34.6° C (Vali ente-Banuet y De Luna 1990). La precipitación media
anual oscila entre los 700 y 950 mm (Herrera y Almeida1994). La vegetación es
considerada como un Matorral Xerófilo constituido predominantemente por un estrato
herbáceo bien desarrollado, un arbustivo ligeramente menos importante y pocos elem entos
arbóreos (Rzedowski 1954; Valiente-Banuet y De Luna 1990); se observa una temporalidad
marcada de sequía (novi embre a mayo) y otra de lluvias (junio a octubre) (Rzedowski
1954). La reserva ecológica esta integrada por dos zonas: la zona núcl eo y la zona de
amortiguamiento: La zona núcl eo comprende 115 ha, y 751 metros", es la zona de la
Reserva destinada excl usivamente a las tareas de investigación y de docencia (Rojo 1994).
La zona de amortiguamiento ocupa 31 hectáreas, 8,15 1 m2

, tiene como finalidad principal,
moderar de man era natural los efectos negativos ocasionados por la presencia de las
instalaciones existentes dentro de la zona de la reserva (Rojo 1994).

1.2.2 J ard ín Botánico
El Jardín Botánico está ubicado en el circuito exterior de la Ciudad Uni vers itaria; siendo
parte de la zona de amortiguamiento de la Reserva Ecológica del Pedregal de San Ángel, a
una altitud de 2,250 m.s.n.m , con una temp eratura máxima de 35°C y una temperatura
mínima de - 5 ° C, la precipitación media anual es de 840 mm. Cuenta con una área total de
4 ha (Hemández el al.1990). Las características del Jardín Bot ánic o con forman un paisaje
úni co dentro del Valle de México . Las coleccion es están con stituidas por las siguientes
zonas: Zona árida, templada, cálido-húmeda, de plantas útiles y la Zona de Reserva
Ecológica del Pedregal de San Ángel (Fig.l .6). A su vez cada zona se divide en secciones,
de acuerdo a cri terios taxonómicos, geográficos, ecológicos, culturales, entre otros
(Hernández 1990). Algunas zonas poseen estanques que son utilizados con fines
decorativos, pero estos sistemas acuáticos son el hábitat de diversos animales como
insectos, moluscos , peces, anfibios, reptiles y aves. El Jardín Botánico cuenta con 13
estanques local izados a lo largo de las zonas. En este trabajo se estudiaron 3 estanques de
diferentes zonas de] Jardín Botánico dada la presencia de alguna especie de Rana.
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FIG1.6. Mapa del Jardín Botánico de la REPSA, donde se muestran sus
colecciones organizadas por zonas. Los estanques estudiados se encuentran en
diferentes lugares de las zonas. Estanque #1 (marcado con una estrella) se
encuentra en la zonas de Plantas útiles, Estanque # 2 (marcado con una cruz) se
encuentra en la zona cálido-húmeda , Estanque # 3 (marcado con una flecha) se
encuentra en la zona árida.
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Los estanques estudiados están en las siguientes zonas: Plantas útiles (Estanque #1), Zona
cálido-húmeda (Estanque #2), Zona árida (Estanque #3), (Fig.1.6.).

Durante 14 meses se tomaron notas de campo del estado general de los estanques
estudiados. Cada vez que se realizaban los muestreos , se consideraron los siguientes datos :
temperatura, profundidad, limpieza de basura, mantenimiento, bombeo de agua y biota
existente. La medición de la temperatura se tomó en el mismo sitio cada vez que se
real izaba el mues treo. La profundidad se tomó en el mismo sitio todas las ocasiones que se
realizaba el trabajo por medio de un madero y flexómetro. A continuación se describen las
características de cada estanque :

DESCRIPCIÓN GENERAL DE LOS ESTANQUES
Estanque #1
Charca con una temperatura media anual de 14.2° C y profundidad media anual de 59 cm.
Estanque con flujo de agua tipo cascada que da movimiento continuo a1 líquido, la bomba
es conectada todos los días de 7:00 de la mañana a 3:00 de la tarde. Estanque artificial de
roca volcánica recubierta por cemento. El sustrato es de sedimento con hojarasca. Posee
algas filamentosas (Spirogyra sp.) y plantas acuáticas (Nymphaea sp.) . La biota esta
representada por insectos, caracoles del género Planorbella, peces (Carassius auratus),
Rana montezumae, tortugas de los géneros Kinosternon sp. y Trachemys sp. En los meses
de octubre a febrero es común observar el ave migratoria Butorides virescens . Existen
varios refugios para la biota en el lugar. Cuenta con mantenimiento constante el cual
consi ste en limpieza superficial de basura y hojarasca y la extracción del alga filamentosa,
no se ha vaciado para limpieza en más de dos años. Nota: Es habitual encontrar monedas en
su interior y en varias ocasiones se sacaron pilas oxidadas del fondo del estanque.

Estanque #2
Charca con temperatura media anual de 15.9° C. y profundidad media anual de 25.05 cm.
Estanque con suministro de agua permanente. El suministro de agua en ocasiones esta en
funcionamiento por lo tanto no hay movimiento continuo de agua. Estanque artificial de
cemento con sustrato de tierra y hojarasca. Posee plantas acuáticas iNymphaea sp) yal
centro del estanqu e Equicetum sp. Su biota esta compuesta por insectos, caracoles del
género Planorbella sp, Rana montezumae. Es común observar a la garza verde Butorides
virescens . No posee refugios para la biota. No cuenta con mantenimiento constante de
basura y hojarasca. En algún momento del año es vaciado con todos los organismos
acuáticos y se vuelve suministrar con agua quedando solo los organismos que resistieron el
proceso de limpieza.

Es tanque #3
Charca con temperatura media anual de 14.69° C y profundidad media anual de 60 cm.
Estanque con cascada. La cascada en muy pocas ocasiones está en funcionamiento por lo
que no posee movimiento de agua. Estanque artificial de roca volcánica recubierto por
cemento. El sustrato es de sedimento. Posee algas filamentosas (Spirogyra sp) y plantas
acuáticas tNymphaea sp). Su biota esta compuesta por insectos, caracoles del género
Planorbella , Rana montezumae, tortugas del género Kinosternon sp. La garza verde
Butorides virescens ave migratoria está presente de octubre a febrero. Existen muchos
refugios de piedra volcánica. No cuenta con mantenimiento constante de basura y
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hojarasca. El alga filamentosa no es retirada durante mucho tiempo hasta que se realiza una
limpieza del lugar que consiste en tallar todas las paredes del estanque con productos
químicos (detergente y cloro) se vuelve a suministrar con agua y solo quedan los
organismos que resistieron el proceso. Nota: En ocasiones se encontraron pilas en el
interior del estanque.
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Especie del género Rana en los estanques del Jardín Botánico de la
UNAM.

2.1 INTRODUCCIÓN
En general , se puede considerar que los estudios moleculares y los estudios morfológicos se
complementan, ya que los caracteres moleculares son útiles donde los morfológicos son
limitados (Hillis 1987; Hillis y Moritz 1990). Las tres principales aplicaciones de la
sistemática molecular son: estudios de la estructura poblacional, identificación de limite de
especie y estimación de filogenias (Hillis 1996). Una de las varias ventajas de la genética
molecular puede ser el encontrar respuesta al problema de delimitación de especie, el
análisis de fragmentos de DNA puede ser de utilidad en la identificación del límite de
especies (Hillis 1996).

2.1.1 DNA ribosomal
Goebel el al. (1999) presenarón oligonucleótidos , los cuales proporcionan exitosamente la
secuencia de datos en bufónidos y otros anuros para regiones de DNA mitocondrial, entre
ellas el DNA ribosomal 12S.

El 12S rDNA codifica para una subunidad pequeña del ribosoma mitocondrial, el cual
juega un rol crítico en la síntesis de proteínas. La subunidad pequeña ribosomal DNA
(llamada 12S rDNA en eucariontes ) evoluciona lentamente (Goebel el al. 1999). Estos
tienen muchos sitios que están restringidos por función , incluyendo la estructura secundaria
y terciaria ; esta ha provisto la resolución entre profundas divergencias, así mismo como en
el caso de taxon es cercanamente relacionados (Goebel el al. 1999) .

La región control típica es usada para identificar las relaciones cercanas entre linajes
relacionados, ya que este tiene diversión sitios que no son restringidos por función y
además evo luciona rápidamente (Goebel el al.1999). Aunque actualmente es más utilizada,
la porción central conservada ha sido exitosa entre linajes moderaelamente elivergentes
(Goebel el al. 1999) .

El oligonucleótido 12SJ-L incluye cuatro sitios con secuencias redunelantes y fue diseñaelo
con base en alineamientos de 12S rDNA ele muchos animales (Goebel 1998). El
oligonucleótido 12SK-H fue diseñado por secuencias eelitadas ele Rana y Xe nopus y
secuencias obtenielas ele Bufo (Goebel 1998) (Fig. 2.1.).

1750.
---_ _---_•._-_._._• .._-
12S R iboso m al ONA

12SA-L *- -1 2S F-H

- - - - - --'1
¡
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La dificultad para delimitar especies por medio de caracteres morfológicos es conocida por
los taxónomos. Se sabe que el género Rana presenta una morfología conservada (Zaldivar
et al. 2004) , y es posible que no haga una identificación precisa de las especies del género ,
cuando los individuos no son adultos o acaban de efectuar la metamorfosis. En los
estanques del Jardín Botánico de la UNAM se tiene el registro de la presencia de Rana
montezumae desde 1994 (ej emplar depositado en la Colección Nacional de Anfibios y
Reptiles del Instituto de Biología de la UNAM); al realizar un estudio ecológico (ver
capítulo 3) de la población de anfibios encontrados en los estanques, se tuvo problemas en
la identificación de metamórficos encontrados en los sitios de estudio, por lo cual se realizó
un análisis mol ecular por medio del gen 12 S rDNA, para tratar de confirmar la presencia
de Rana montezumae en el Jardín Botánico de la UNAM.

2.2 OBJETIVO

Identificar a nivel de especie los ejemplares del género Rana que habitan en el Jardín
Botánico de la REPSA por medio de técnicas de sistemática molecular utilizando el gen
ribosomal12S .

2.3 MATERIAL Y MÉTODO
2.3.1 TRABAJO DE CAMPO
El estudio se llevó a cabo en el Jardín Botánico de la REPSA (ver capítulo 1) . El estudio se
realizó en 3 estanques donde se confirmó la presencia del género Ralla (Fig. 1.5 capítulo 1).

Durante el periodo comprendido entre marzo del 2003 y mayo del 2004, se realizaron
muestreos 1 vez por semana en los 3 diferentes estanques. Estos muestreos comprendieron
59 días y 295 horas . Utilizando redes de cuchara, se capturaron organismos recién
eclosionados, larvas , metamórficos y adultos. Cada larva y metamórfico capturado, le fue
medido la Longitud Hocico-Cloaca (LHC) y se determin ó el estado de desarrollo (GSD;
Gosn er 1960) . A cada adulto encontrado, se le midió la Longitud Hocico Cloaca (LHC), y
se le determin ó el sexo. Todos los ejemplares fueron medidos en el lugar de captura y
regresados a su estanque; en caso de ser metamórficos y adultos fueron marcados por corte
de falanges mismas que se utilizaron para el estudio de biología molecular. En el caso de
las larvas, a algunas se les tomó un poco de tejido de la cola para el estudio molecular. De
los ejemplares de los que se tomó tejido, se obtuvo la Longitud Hocico-Cloaca, se registró
en hojas de campo el número de estanque, tipo de tejido y características especiales que
destacaran de cada ejemplar.

Se realizó un aná lisis morfométrico de una hembra de Ralla montezumae, para corroborar la
descripción de la especie, considerando los siguientes caracteres: Longitud Hocico-Cloaca,
separación de los nostrilos, ancho anterior del ojo, ancho posterior del ojo, ancho de la
cabeza, longitud de la cabeza, distancia de ojos-nostri los, diámetro del tímpano, longitud
del ojo, longitud del muslo, longitud de la tibia, longitud del pie, ancho máximo del tercer y
cuarto dedo. Usando un vernier mecanico (mm) . Dichas medidas se tomaron tal como lo
propone Hayek el al. (2001) para ejemp lares del género Ralla.
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TABLA 2.1 Tejidos procesados del género Rana en el Jardín Botánico de la UNAM.

Número Estadio de Longitud Estanque # Tipo de Características
desarrollo Hocico-cloaca tejido

Según GSD
1 46 31.6 2 Falanges
2 46 27.3 2 Falanges
3 31 25.2 1 Cola
4 46 83.9 3 Falanges
5 45 1 Falanges
6 29 26.9 1 Cola
7 46 65 3 Muslo Encontrado con

hongos
8 45 1 Piel Miembro

supemumeran o

2.3.2 TRABAJO DE LABORATORIO
Las técnicas de laboratorio para preparar la secuenciación se realizarón en el Laboratorio de
Biología Molecular del Instituto de Bio logía, UNAM .

2.3.3 EXT RACCIÓN DE DNA
El DNA genómico tota l fue extraído de aproximadamente 25mg de tej ido (Músculo,
falanges, tejido de cola, piel) siguiendo el protocolo de extracción del KIT Quiagen
que se describe a continuación:

1.- Corta 25 microgramos de tejido en pequ eñas piezas y colócalas en un tubo de 1.5
microlitros y agrega 180 microlitros de Buffer ATL, tritura el tejido congelado en
nitrógeno.

2.- Agrega 20 microlitros de proteinaza K y mezcla en el vortex , incuba a 55° C hasta que
el tej ido este desecho completamente (aproximadamente 24 horas), mezclado en el vortex
ocasionalmente durante la incubación. Agrega 4 /11 de RNasa mezcla en el vortex e
incubado por 2 minutos a temperatura ambiente.

3.-M ezcla en el vortex por 15 segundos y agrega 200 micro litros de Buffer AL para que la
muestra se mezcle ponlo de nuevo en el vortex e incuba a 70°C por 10 minutos.

4.-Agrega 200 microlitros de etanol (96-100%) a la muestra y mezcla en el vortex.

5.- Pipetea la mezcla del paso 4 dentro de una columna Dneasy spin y colocala en un tubo
colector de 2ml. Centrífuga a >6000 x g (8000 rpm) . Desecho lo colectado en el tubo.

6.- Coloca la columna DNeasy en un tubo colector nuevo de 2 /11agrega 500 micro litros de
Buffer AW l y centrifuga por 1 minuto a ;:::6000 x g (8000 rpm). Desecha el contenido del
tubo colector.
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7.- Coloca la columna DNesy en un tubo colector de 2 ml agrega 500 microlitros de Buffer
AW2 y centrifuga por 3 minutos a la máxima velocidad para secar la membrana desecha el
contenido del tubo colector

S.-Coloca la columna DNeasy en un tubo limpio de 2 ul Ypipetea 200 microlitros de buffer
AE directamente sobre la membrana e incuba a temperatura ambiente por 1 minuto y
después centrifuga a 1 minuto a C: 6000xg (SOOO rpm)

9.-Repite el paso 8, descrito anteriormente

2.3.4 AMPLIFICACIÓN POR PCR
Posteriormente se evaluó la extracción de ADN en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE y
se corría a 120 volteos por 25 minutos. Una vez corroborada la presencia de DNA en las
muestras, se realizo la reacción de PCR (Polymerase Chain Reaction). El producto
amplificado fue de aproximadamente 778pb, fragmento del gen 12S rDNA.

Zaldivar el al. (2004) util izan los sigui entes oligonucleótidos que tamb ién fueron usados
para la amplificación y reacción de secuenciación de éste estudio (5 '-3 ') :12SJ-L:
AAAGRTTTGGTCCTRRSCTT;
12SK-H TCCRGTAYRCTTACCDTGTTACGA.

El pro grama de PCR para amplificación se describe en la siguiente Tabla:

TAI3LA.2.2 Programa para amplificac ión utilizad a para

las muestra s del ge nero Rana en el Jardín Botánico de la UNAM.

FASE 12S

29 Cicl os

Desnaturalización inicial 96° C
2 minutos

Desnaturalización 94° C
30 segundos

Alineación 50° C
45 segu ndos

Extens ión 72° C
1 minuto y 30 seg undos

Extensión final 72° C
la minutos

Se preparó una reacción de 25 microlitros de PCR, el cual consistió en 2~L1 de templado de
DNA, 0.5~tl de cada uno de los primers, 0.25~tl de dNTPs, 2 .5~tl de MgC\z, 2 .5 ~tl de 10x
PCR buffer, 0.1 25~L1 de taq DNA polimerasa (Kit Appli ed Biosystems) y 16 .125~tl de
H20.Se utili zó una PCR marca EppendorfMastercycle Gradient modelo 5331.

Para evaluar el resultado del PCR se corri eron 2 microlitros de reacción con 3 microlitros
de Loading buffer en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE a 120 voltios por 25 minu tos y
se ident ificaron las bandas en un transiluminador.
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2.3.5 PURIFICACIÓN DE PCR
El producto de PCR fue purificado usando el siguiente protocolo:

1.- Se agrega SO¡.tl de H20, l Opl de acetato de sodio (3M pH=6.S) y 200 ¡.tI de etanol al
100% al tubo de PCR

2.- Se centrifuga a 13, 200 rpm a temperatura ambiente por 25 minutos.

3.- Se saca con una pipeta el líquido ten iendo cuidado de no remover el pellet y se agrega
etanol frío al 70% sin mezclar.

4.- Se centrifuga a 13, 200 rpm a temp eratura ambiente por 20 minutos

5.- Se centrífuga en la vaco fuga durante 10 minutos o hasta que se seque la muestra

6.- Se agrega 15 ul de H20 y se coloca la muestra a 4° C

2.3.6 SECUENCIACIÓN
Para la secuenciación de cada cadena se empl eó un total de 2¡.t1de Big Oye, 2~tl de Half
Buffer, 4.5 ul de H20, 1¡.tI de reacción limpi a de PCR y 0 . 5 ~t1 de prim er. (Kit Applied
Biosystems) .

El programa de PCR fue: 96° C durante tres minutos, para después iniciar una segunda
desnaturalización a la misma temp eratura en 10 segundos , la temp eratura de alineac ión era
de 50° C durante 5 segundos, para finalizar con la extensión a 60° C por 4 minutos; esta
reacción se lleva a cabo por 25 ciclos.

Se realizó la limpieza con columnas de Sephad ex (Centrisep, Centricon) siguiendo el
siguiente protocolo:

1.- Colocar 750 mI de Sephadex hidratado en columnas Centrisep con tapa y dejar reposar
por 10 minutos.

2.- Remov er la tapa y dejar precip itar en tubos de colecta por 5 minutos y centrifugar a 2.7
rpm , por dos minutos.

3.-Agregar 1Oul de agua destil ada estéril a la muestra y colocar en las columnas con
Seph adex en tubos de 1.5 mI.

4.- Centrifugar a 2.7 rpm por dos minutos.

5.-Colocar los tubos en la centrífuga de vacío por aproximadamente 20 minutos hasta que
la muestre se sequ e.
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La reacción de secuenciación fue llevada a cabo por medio del secuenciador de ADN marca
Appl ied Biosystems, modelo 310, en el laboratorio de Biología Molecular del Instituto de
Biología , UNAM.

2.3.7 ANÁLISIS FILOGENÉTICO
Se realizó la lectura de secuencias en ambas hebras, en la edición y alineamiento, a ojo, con
la ayuda del programa Sequencher 4.2.2. Dicho alineamiento se llevó a cabo para todos los
individuos procesados (Tabla. 2.1). Posteriormente fueron alineados con la secuencia de
Rana montezumae obtenida del GenBank (GenBank AYI15 132), el grupo externo utilizado
fue Rana spectabilis (GenBank AY115138) debido a la posible confusión en la
determinación por caracteres morfológicos (Xochitl Aguilar com pers.) ya la reconocida
distribución simpátrica entre estas especies (Flores-Villela, 1993; ver capítulo 1).

Se rea lizó un análisis de Neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) para todos los individuos
proc esados . Para la realización del análisis se utilizó el programa PAUP 4.0b 10 (Swofford)

2.4 RESULTADOS

A continuación se enlistan los caracteres morfom étricos tomados de una hembra adulta
identificada como Rana montezumae y las medidas obtenidas se expresan en milímetros
Tabla 2.2

Tabla 2.2. Medid as de un adulto hembra de Rana montezumae
enco ntrado en el Jardín Botánico de la UNAM

Variables mm.
Longitud Hocico-cl oaca 71.4

Separación de los nostrilos 3.5
Ancho anterior del ojo 7.9
Ancho posterior del ojo 8.4

Ancho de la cabeza 27.8
Longitud de la cabeza 24.9

Distancia de ojos-nostrilo 3.8
Diámetro del tímpano 6.4

Longitud del ojo 3.7
Longitud del muslo 36.7
Longitud de la tibia 37.2

Longitud del pie 56.2
Ancho máximo del tercer dedo 1.1
Ancho máximo del cuarto dedo 9

Se obtu vieron ocho secuencias de aproximadamente 778 pares de bases del gen ribosomal
12S. Las secuencias provenían de los ocho individuos encontrados en el Jardín Botánico de
la UNAM de tres diferentes estanques estudiados.

De acuerdo con las secuencias obtenidas del gen 12S rDNA, la especie encontrada fue
Ran a montezumae, las secuencias de cada ejemplar encontrado se muestran en el Apéndice
3 y las características morfo lógicas que los diferencian en la Tabla 2.1.
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Para obtener la topología se realizó un análisis de distancia por medio del algoritmo de
Neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) dado que esta herramienta permite analizar los datos
completos y buscar el mejor agrupamiento de los individuos muestreados (Fig. 2.1).

2.S.DISCUSIÓN y CONCLUSIONES
El género Rana está caracterizado por poseer una remarcada y conservada morfología
externa , razón por la cual ha sido históricamente dificil de determinar (Zaldivar et al.
2004), por ello cuando existen problemas en la identificación por medio de estudios
morfológicos, es de utilidad para tratar de resolver las diferencias entre especies la biología
molecular; por ejemplo Krupa et al. (2002) realizaron un estudio de biología molecular para
asignar especies de larvas de Triturus cristatus y Triturus marmoratus que son
indistinguibles morfológicamente.

Al comparar las secuencias de los ejemplares enc ontrados en el Jardín Botánico de la
UNAM con las secuencias de Rana montezumae y Rana spectabilis, se pudo notar la
marcada diferencia nucleotídica que existe entre las dos especies. Además de poder
asegurar qu e la población de rana que habita en el Jardín Botánico de la UNAM pertenece a
la especi e Ralla montezuma e.

Las características morfológicas en adultos de Ralla montezumae (ver cap ítulo 1)
concuerdan con los resultados obtenidos en la topología rea lizada con las secuencias
obten idas del ge n 12S DNA.

La filogenia del género Rana de las costas mexican as, en base a secuenc ias de DNA
mit ocondrial (Zaldivar el al. 2004); concuerdan con la div ergencia entre Rana montezuma e
y Rana spectabilis. Hilli s y Wilcox (2005) realizaron la filogen ia del género Rana presen te
en el cont inent e ame ricano, concordando co n los resultados previstos.

El mo vimi ento de los organi smos en ambient es heterogéneos o fragm entados se ha
es tudiado usand o diversas metodologías , principalment e estudios de observación
directa y de marcaje-recaptura (Turchin 1998). En este estudio los organismos estudiados
se marcaron por medio de corte de falanges para identificación y seguim iento poblacional.
Un indi viduo marcado en el estanque I se recapturo en el estanque 2, por lo qu e podemos
advertir qu e existe un intercambio de indi viduos entre cada estanque, posiblemente la
migración a otros sistemas acuáticos encontrados en el si tio le pudieran conferir un nuevo
hábitat reproductivo.
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,.- ------------,Ranaepectabilis

Rana montezumae
Individuo 3. Estanque 1

Rana montezumae
Individuo S Estanque 1

Estanque 2

Estanque 1

Indi viduo7. " , .

Rana montezumae
Indi viduo 2. Estanque 2

.~ •• ~<'

. Estanque 1

Fig . 2.1 . Árbol Neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) para todo s los individuos encontr ados en el Jardín
Botánico de la UNAM. Las características de cada individuo se pueden observar en la Tabla. 2.1. Las

características de cada estanque y lugar de estudio se puede ver en el capítulo l .
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Los anfibios son frecuentemente filopátricos, esto permite la distinción de poblaciones, y
puede ser representado como una única entidad génica a pesar de la proximidad geográfica
(Kimberling et al. 1996). No existe una diferencia marcada en la población de Rana
montezumae entre los diferentes estanques como es de esperarse.

Según la topología presentada en la Fig. 2.1 es muy posible que la colonización de Rana
montezumae haya empezado en el estanque número l . El estanque número 2 es el más
cercano al estanque número 1 (ver capítulo 1. Fig.1.6), pos iblemente primero ocurrió una
migración al estanque 2 y luego una migración posterior al estanque número 3. Esto mismo
se comprueba con la topología, ya que la única distancia genética fácilmente reconocible
está entre un ejemplar del estanque 1 y los demás ejemplares.
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Fenología Reproductora y Plasticidad Fenotípica de Rana montezumae en
el Jardín Botánico de la UNAM.

3.1 INTRODUCCIÓN
Hoy en día el estudio de la plasticidad fenotípica y ambientes heterogéneos ha cobrado
interés entre los biólogos evolutivos y ecólogos (Newman 1988a; Newman 1988b; Relyea
2001 ; Martínez-Solano el al. 2003). Los organismos que experimentan variabilidad
ambiental pueden evitarla o ajustarse a ella; el proceso en el que se ajustan a la variabilidad
ambiental, para producir fenotipos específicos, se le conoce como Plásticidad fenotípica
(Relyea 2001).

Para realizar un estudio de plasticidad fenotípica primero se deben seleccionar e identificar
los factores ambientales, documentar sus variables en escala espacio-tiempo, y registrar la
variabilidad fenotípica en rasgos morfológicos . El siguiente paso es estudiar la posible
relación entre la respuesta de la variabilidad fenotípica bajo cada variab le (Newman 1988a;
Martínez-Solano el al. 2003). Las respuestas plásticas de los organismos están inducidas
por numerosas condicio nes ambientales, incluyendo factores abióticos como: inundaciones,
temperatura, luz, nutrientes y factores bióticos como la presencia de competidores,
herbívoros y depredadores (Relyea 2001). Del mismo modo hay numerosas posibles
respuestas a estos factores ambientales, incluyendo cambios en la historia de vida,
fisio logía, comportamiento y morfología (Re lyea 200 1). Un buen modelo para el estudio de
interaciones genotipo-ambiente son los anfibios que habitan áreas donde están sometidas a
estrés hídrico (Newman 1988a ; Newman 1988b ; Kiesecker y Blaustein 1999 ; Relyea 2001;
Pfennig y Murphy 2002 ; Martínez-Solano el al. 2003).

En ambientes acuáticos desfavorables, las larvas de anfibios pueden acelerar sus rasgos de
desarrollo y efectuar la metamorfosis a un tamaño corporal mín imo y continuar creciendo
en tierra (W ilbur el al. 1973; McDiarmind el al. 1999), viéndose beneficiados al escapar ele
una posib le mortalidad. Sin embargo estás adecuaciones pueden ocasionar grandes costos,
reflejados en la supervivencia de juveniles, cambios fisiológicos y tamaño ele la primera
reproducción (Denver el al. 1998). Sin embargo, sí las condiciones acuáticas fueran
favorables, los renacuajos pod rían tene r un rápido crecimiento y de esta manera disminuir
sus rangos de desarrollo y reali zar la metamorfosis a un tamaño corporal más grande
(Wilbur el al. 1973; McDiarmind el al. 1999).

La feno logía , es interpretado por Krebs (1985) como los cambios estaciónales que se
pueden sobreponer al calendario astronómico y así indicar acontecimientos bio lógicos, es
descrita en la pob lación de Ralla montezumae. Para ello se realizó un seguimiento de l
desarro llo de las larvas desde su eclosión hasta su metamorfosis, se observó la preferencia
de sit ios de puestas, periodos de máxima actividad reproductora y la relac ión entre el
crecimiento y su diferenciación entre los sitios de puesta.
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3.2. OBJETIVOS

Describir la fenología reproductora y el seguimiento del desarrollo larval de Rana
montezumae en diferentes sitios de selección de puestas en estanques del Jardín Botánico
de laREPSA.

Analizar si existen diferencias significativas en el tamaño de los individuos metamórficos
entre los diferentes estanques estudiados.

Analizar si existen diferencias significativas en el tamaño de las larvas y su estadio de
desarrollo (GSD) entre los diferentes estanques estudiados.

Analizar si existe una correlación entre el crecimiento y diferenciación de las mismas entre
los diferentes estanques estudiados.

3.3.MATERIAL Y METü OO
El estudio se llevo a cabo en el Jardín Botánico de la REPSA (ver cap ítulol ). El estudio se
realizó en 3 estanques por confirmarse la presencia de Rana montezuma e y por las
condiciones de mantenim iento (Fig . 1.5 capítulo 1). El estanque # 1 es perm anente, no fue
vac iado para limpieza y cuenta con movimiento continuo de agua, así como de limp ieza
constante de basura superficial. Estanque #2 es permanente, tiene baj a cantidad de agua a lo
largo de todo el año, es vaciado constantemente para limp ieza, no cuenta con movimie nto
de agua. Estanque #3 tiene un nivel alto de agua durante todo el año, pero es vaciado en
ocasiones para limpi eza, no posee mantenimiento y no cuenta con movimi ento de agua
(Tabla 3.1).
Para mayor detalle del sitio de est udio y los estanques ver capí tulo l.

TABLA 3. \ .Ca tegoría de sitios de cria nza y sus
propiedades como sistemas acuáticos para la
reprod ucción de anfibios.

Tipo Estabi lidad Predictabilidad
de limpieza

Estanque 1
Estanque 2
Estanque 3

Alta
Media
Baja

Media
Baja
Baja
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Para clasificar a los ejemplares, se utilizó la tabla de desarrollo para anuros de Gosner
(1960), a partir de la cual se consideró como categoría de eclosionados el estadio 25 , para
larvas los estadios 26-41, para metamórficos los estadios 42-45, y postmetamorficos y
adultos el estadio 46.

Durante el periodo comprendido entre marzo del 2003 y mayo del 2004, se realizaron
muestreos 1 vez por semana en los 3 diferentes estanques. Estos muestreos comprendieron
59 días y 295 horas . Utilizando redes de cuchara, se capturaron organismos recién
eclosionados, larvas, metamórficos y adultos. Cada larva y metamórfico capturado, le fue
medido la Longitud Hocico-Cloaca (LHC) y se determino el estadio de desarrollo (GSD;
Gosner 1960). A cada adulto encontrado, se le midió la Longitud Hocico Cloaca (LHC), y
se le determinó el sexo. Todos los ejemplares se midieron en el lugar de captura y
regresados a su estanque; en caso de ser metamórficos y adultos fueron marcados po r corte
de falanges. Para una rápida observación de los individuo adultos se co loco una liga
pequeña de color que funciona como pulsera alrededor de cada una de las rodillas de los
anfibios encontrados con el fin de evitar recapturas del mismo ejemplar.

Los análisis estadísticos se rea lizaron con el paquete STATISTICA 5.5 . Las pruebas para
comprobaciones significativas (Post-hoc) se realizaron según Zar (1996). La prueba
estadística no paramétrica de Kruskal-Wallis fue realizada para probar diferencias
significativas en el tamaño Longitud Hocico-Cloaca (LHC) y estadio de desarrollo (GSN)
entre los estanques, así como también probar las diferencias en las medias de post­
metamórficos (GSN>42) en el rasgo de LHC a través de los estanques. Se realizo una
prueba de correlación de rangos "Sperman" para anali zar la relación entre el tamaño LHC y
diferenciación de todos los estadios de desarrollo entre los diferentes estanques estudiados.

3.4.RESULTADOS
3.4.1 RESULTADOS GLOBALES
Un total de 1225 eclosionados, 1435 larvas, 58 metamórficos, 53 post-metamórficos y
adu ltos, fueron capturados en todos los sitios de muestreo. Los resultados por estanque se
muestran en la Tabla. 3.2

TABLA 3.2 NÚmero total de individuos colectados por estanque y su categoría de desarrollo

Estanque Estabi liclacl Número Número de Número de Total
# de Metamórficos Post-

Larvas metamórficos
y adultos

1
2
3

Alta
Media
Baja

565
132
738

50
2
6

26
9
18

641
143
762
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3.4.2 FENOLOGÍA REPRODUCTORA
En la población de Rana montezumae encontrada en los tres estanques del Jardín Botánico
la etapa de huevos fué encontrada de febrero a octubre . Estos se observaron cerca de la
superficie, depositados en piedras, tallos y hojas de Nimphaea sp , así como en relieves. Las
larvas fueron encontradas durante todo el año . Los jóvenes metamórficos se hallaron desde
abril a octubre. Los adultos se pudieron observar de febrero a diciembre, no obstante desde
octubre hasta febrero se detectó una baja acti vidad (Fig. 3. 1).

Presencia de la población de Rana montezumae a
lo largo del año por categoría de edades
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FIG3.1. Presencia de Rana montezumae por categoría de edades a través
del año de estudio en el Jard ín Botánico de la REPSA.

Un ma yor porc entaj e del número total de rena cuajos tuvieron un es tadio de desarrollo 26
(Fig. 3.1.1 ) (Tabla. 3.3) . En el es tanque # 1 la proporción de renacu ajo s en estadio GSD 26
después del pico de máxima densidad (julio) presenta picos adicionales que van
disminuyendo gradualmente confonne transcurre el año (Fig. 3.2). En el estanque #2 la
proporción de renacuajos en estadio GSD 26 decrece abruptamente después del pico de
máxima densidad (mayo) (Fig. 3.3). En el estanque #3 la proporción de renacuajos estadio
GSD 26 va aumentando hasta alcanzar el pico de máxima densidad (enero) y después va
disminuyendo en el transcurso del año (Fig. 3.4) .

FIG.3 .1.1 . Renacuajo de Ralla montezumae en estadio
de desarrollo 26 según (GSD) del Jardín Botánico de la UNAM.
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TABLA. 3.3. Estadística descripti va del rasgo Longitud Hocico-Cloaca (LHC) medidos a
las larvas de Rana montezumae en diferentes estadios de desarro llo (GSD, Gosner 1960) en
tres diferentes categorías de reproducción. SD= Desvi ación estándar, Estanqu e #,
N= tamaño de muestra.

GSD 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46
#1 MEDIA 18 20.7 21.6 22.5 22.7 23.2 26.9 25.5 26.9 31.3 29.4 32 36.2 40 36.1 37 32.9 33.3 34.4 37.1 40.2

SD 2.75 3.29 4.11 2.14 3.75 3.64 4.79 4.3 4.69 6.5 5.77 5.48 5.78 4.8 4.59 O 2.86 2.41 3.79 3.25 9.02
N 90 55 48 12 85 89 18 19 45 23 26 23 14 14 3 1 4 6 13 27 26

#2 MEDIA 14.5 16.9 18.4 20.1 19.8 19.1 26.2 26.3 26.5 29.4 34 31 34 34 O O O O 30 35 36.9
SD 2.32 4.63 6.3 1 3.13 3.15 1.92 1.34 4.11 O 5.39 4.35 0.64 O O O O O O O O 8.59
N 52 18 13 6 13 9 5 5 1 3 3 2 1 1 O O O O 1 1 9

# 3 MEDIA 17.5 21.1 23.3 25.1 24.4 30.3 27.6 27.1 31.2 33.2 33.9 34.3 34.5 36.4 36 40.8 30.9 27.6 28.3 33.9 61.9
SD 2.81 2.95 3.0 1 1.61 3.72 3.87 3.13 3.46 4.38 4.47 4.13 4.81 3.49 2.09 4.36 O O O O 1.42 19.5
N 570 57 13 3 11 12 4 9 10 9 9 11 6 6 7 1 1 1 1 3 18
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Pico de máxima densidad del estadio 26 (GSO) de
R. montezumae en el Estanque #1
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FIG .3.2. Porcentaje de renacuajos en GSD 26 a través del año en el sitio de crianza Estanque # 1. 100% =
número total de renacuajos muestreados en cada mes. Jul io se indica como el periodo de máxima densidad

(indi cado por la flecha) . Renacuajos en este estadio de desarrollo temprano, se encuentran presentes durante
casi todo el año .

Pico de máxima dens idad del estadio 26 (GSD) de
R. montezumae en el estanque #2
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FIG.3.3. Porcentaje de renacu ajos en GSD 26 a través del año en el sitio de crianza Estanque # 2. 100% =
núm ero total de renacuajos muestreados en cada mes. Mayo se indica como el mes de máxima densidad

(indicado con la flecha).
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Pico de máxima densidad del estadio 26 (GSO) de
R. montezumae en el Estanque #3
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FIG.3.4. Porcentaje de renacuajos en estadio GSD 26 a través del año en el sitio de crianza
Estanque # 3. 100% = número total de renacuajos muestreados en cada mes . Enero se indica como el mes de

máxima densidad (indicado con la flecha).

3.4.3 PLASTICIDAD FENOTÍPICA
La descripción estadística de la longitud hocico-cloaca (LHC) de la Rana montezumae
medidos a través de los sitios de crianza se muestran en la Tabla 3.3. Las varianzas
encontradas en LHC asociadas con estadio de desarrollo (GSD) en el estanque 1,2 Y3 se
pueden observar en las Fig. 3.5, 3.6, 3.7 respectivamente.

Estanque #1

90 r------~---------~---...--,

85
80
75

~ 70
~ 65
ü 60o
ü 55
i5 50
~ 45ª 40
g' 35
.3 30

25
20
15
., O '---'-lf----------------------'

25 27 28 29 3031 3233 3435 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 45

estado de desarrollo

FIG 3.5 . Media (línea y cuadro), error estándar (caja), desviación estándar (barras verticales) del rasgo
longitud hocico-cloaca en cada estadio de desarrollo en el estanque #1
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Estanque # 2
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FIG 3.6 . Med ia (línea y cuadro) , error estándar (caja), desv iación estándar (barras verticales) del rasgo
longitud hocico-cloaca en cada estadio de desarrollo en el estanque #2.
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FIG 3.7. Media (línea y cuadro), error estándar (caja), desviación estánd ar (barra s verticales) de
longitud hocico-cloaca en cada estadio de desarrollo en el estanque # 3
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Las larvas del estanque #1 realizan la metamorfosis a un tamaño mayor que las larvas de
los estanques #2 y #3 (Prueba, Kruskal-Wallis, GSD 42 a 45 H2,58= 7.301712 P= 0.0260).

Los resultados de la comparación del tamaño de longitud hocico-cloaca LHC en los tres
estanques de los estadios de desarrollo (GSD) 26-41 se muestran en la Tabla 3.4 . Los datos
de los estadios de desarrollo (GSD) 40 y 41 no se sometieron a la prueba al no encontrar
individuos en estos estadios de el estanque #2 (Tabla. 3.3).

No hay diferencias significativas en el tamaño de los estadios de desarrollo 32 , 33, 35, 37,
38,39 yel estadio 31 fue el más variable entre los estanques (Tabla. 3.4). En la mayoría de
los casos las pruebas Post-hoc muestran que las diferencias significativas detectadas fueron
relacionadas al tamaño pequeño y profundidad del estanque #2 con respecto a los estanques
#1 y #3 (Tabla. 3.4).

Se analizó la relación entre el tamaño y diferenci ación a través de los diferentes estanques,
los datos de LHC de las larvas se correlacio naro n con su esta dio de desarrollo (GSO) en
todas sus cat egorías. Todas las correlaciones fueron signi ficativas con un P<O.OOl. Para el
estanque # 1 Spermans rs = 0.8 02576; para el estanque #2 Spermans rs= 0.8 13709 y para el
estanq ue #3 Sperma n 's rs= 0.6766 14.

TABLA. 3.4. Result ados de la prueba Kruska l-Wallis comparando tamañ o en cada estadio de desarrollo GSD
a trav és de los diferentes estanques. Las pruebas de comparaciones significativas fueron reali zadas con la

prueba Nemenyi para muestras de diferentes tamaños.

GSD H P Comparaciones signifícativas
Post-hoc

26
27
28
29
30
3 1
32
33
34
35
36
37
38
39

H2,7 I2=75.65575
H2.13o= 14.659 17
H2,74 = 10.32512
1-1 2,21 = 6.33 1169

H2,IO')= 9.3 15845
H2,IIO= 30.4 1596
H2,27= 0.467966 1
H2,33 = 1.568019
H2,56 = 7.866028
H2,35 = .8256 114
H2,38 = 7.556905
H2,36 = 2.008 184
H2,21= 0.1509960
H2,21=4 .991862

= 0.0000 1
=0.0007
= 0.0057
= 0.0422
= 0.0095
= 0.000 1
=0.7914
= 0.4566
= 0.0196
= 0.66 18
= 0.0229
= 0.3664
= 0.9273
= 0.0824

2 vs 1 y 3
2 vs 1 y 3
2 vs 1 y 3

2 vs 3
2 vs 1 y 3

Todos significativos
No significativo
No sign ificativo

1 vs 3
No significativo

1 vs 3
No significativo
No significativo
No significativo
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3.5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
Se encontraron diferencias en la historia de crecimiento que aparentemente está
relacionados con los diferentes ambientes de los estanques utilizados por Rana montezumae
en el Jardín Botánico de la REPSA. En conjunto la población de Rana montezumae
presenta un ciclo continuo de reproducción ya que se observa asincronía poblacional. Las
larvas con el estadio 26 están presentes a lo largo de todo el año del estudio; en cada sitio
de anidada hay un periodo de máxima dens idad, en las que no se sobreponen entre sí;
cuando en un sitio disminuye el porcentaj e de renacuajos en estadio 26 otro sitio presenta
un aumento .

En los tres estanques se observa la disminución gradual en el número de larvas del estadio
de desarrollo (GSD) 26, esto puede ser explicado por una posible diferenciación de los
renacuajos a otros estadios de desarrollo más avanzados (Martínez-Solano et al.2003) (Fig.
3.5, 3.6,3.7). En el estanque #1 la presencia de renacuajos en estadio de desarrollo 26
(GSD) muestra un pico de máxima densidad y conforme va pasando el año va
disminuyendo gradualmente (Fig. 3.2); a comparación de los estanques #2 y #3 (Fig. 3.3 Y
3.4) en los que se observa un disminución drástica, esto podría ser explicado por el
mantenimiento dado a los estanques donde son vaciados para su limpieza y solo algunas
larvas sobreviven a este proceso.

En este estudio se observó que los individuos de Rana montezumae tienden a estar
sometidos a estrés (cambios impredecib les de agua); sin embargo, no se tomaron en cuenta
posibles efectos de otros factores como por ejemplo calidad de agua, densidad relativa , y
depredación, que también podrían exp licar las diferencias observadas en el crecimiento
larval entre los estanques. Experimentos posteriores enfocados en estas aspectos podrían
ayudar a verificar nuestra hipóte sis.

Si las condiciones del medio acuático fueran desfavorables, los renacuajos podrían acelerar
su desarrollo, realizar la metamorfosis a un mínimo tama ño corporal y continuar creciendo
en tierra (Wi lbur el al. 1973; Mcfriarmid el al. 1999). Si las condiciones fueran favorables,
permitir ían un rápido crecimiento, los renacuajo podrían disminuir sus rangos de desarrollo
y realizar su metamorfosis a un tamaño corporal más grande ( Wilbur el al. 1973;
McDiannid et al. 1999). Las larvas del estanque #1 presentaron una diferencia signifi cativa
en las tallas al realizar la metamorfosis a un tamaño más grande que las larvas del estanque
# 2 Y # 3. Las características que poseen los estanques como sistemas acuáticos, indican
que el estanque #1 tiene una alta estabilidad en comparación con los estanques #2 y #3
(Tabla. 3.1). Por consigu iente los renacuajos de los estanques #2 y #3 podrían acelerar su
desarrollo, reali zando más rápido su metamorfosis y continuar su crecimiento una vez
terminada la metamorfosis.

Kiesecker y Blaustein (1999) estudiaron el efecto de Saprolegnia (Moho acuático patógeno
de la fami lia Saprolegniaceae registrado como causantes de una alta mortalidad de huevos
de anfibios Daszak el al. 2003) durante el desarro llo embrionario de Rana cascadae y
observaron que las larvas en presencia de Saprolegnia disminuían el tiempo en el que
realizaban la metamorfosis. Se encontraron anfibios parasitados con Saprolegnia sp y
Saprolegnia ferax únicamente en el estanque #3 (ver capítu lo 4) las larvas de este estanque
presentaron una diferencia significativa al realizar la metamorfosis a un tamaño más
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pequeño que las larvas del estanque #1, por consiguiente es posible que la presencia de
Sapro/egnia y las condiciones ambientales antes descritas hallan provocado el fenómeno.
Sin embargo otros factores como la densidad o depredación pudieron jugar un papel
importante en el fenómeno

La varianza en el desarrollo se detectó en la característica LHC asociada con estadio de
desarrollo (GSD ) a través de los diferentes estanques. La historia de crec imiento de las
larvas muestra una alta variación en los estadios de desarrollo tempranos a diferenci a de los
estadios de desarrollo tardíos en larvas, probablemente relacionado a el tamaño pequeño y
profundidad del estanque #2 (Tabla. 3.4).

Diferentes estrategias en el desarrollo confieren altas probabilidades de sobrevi vencia local
para permitir la explotación de hábitats reproductivos (Martínez-Solano et a /.2üü3). En el
caso del Jardín Botánico de la REPSA donde existen pocos lugares disponibles para la
reproducción, la habilidad de Rana montezumae en tene r diferentes estrategias en el
desarrollo puede ser importante para permitir la explotación de los pocos hábitats
reproductivos.

La variabilidad en los patrones de crecimiento de Rana montezumae en el Jardín Botánico
le confiere una estrategia y propone una mejor explicación de sobrevivencia de la rana en
un hábitat heterogéneo, en condiciones poco favorabl es, al haber poco s lugares de crianza.

Rana montezumae se encuentra en el Jardín Botánico debido a que existe sitios de crianza
en este caso los estanques. En los estanques artificiales donde habita R. montezum ae, la
disponibilidad de agua para la reproducción no es limitada pero el vaciado continuo para
limpieza y el poco mantenimiento dado hacen del ambi ente un lugar impredecible para
habit ar, imponiendo problemas para la sobrev ivencia de la rana. La respuesta de la
población podría ser la producción de variaciones en los patron es de crecimiento en los
lugares dond e se encuentre un mayor estrés.
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Enfermedades y Malformaciones de Rana montezumae en el Jardín
Botánico UNAM

4.1.INTRODUCCIÓN
La perdida global de anfibios es un fenómeno reconocido desde 1989 . (Wake 1991;
Blaustein y Kiesecker 2002; Collins y Storfer 2003). Para 1993 se calculó la disminución
poblacional de más de 500 especies de ranas y salamandras (AmphibiaWeb 2005). Existen
varias hipótesis sobre las posibles causas del fenómeno, que incluyen pérdida de hábitat o
cambios en el uso del suelo, introducción de especies exoticas, sobreexplotación de
especies de anfibios, cambios globales (radiación VV, calentamiento global),
contaminantes y enfermedades (Young el al. 2001; Blaustein y Kiesecker 2002; Collins y
Storfer 2003).

El factor más obvio causante de la disminución en las poblaciones de anfibios es la
destrucción y alteración del hábitat (Parra -Olea el al. 1999; Blaustein y Kiesecker 2002),
sin embargo, el aumento en la radiación UV-B también está involucrado en el fenómeno
(Blaus tein y Kiesecker 2002; Blaustein el al, 2003; Collins y Storfer 2003). Por otra parte,
los cambios climáticos globa les como modi ficaciones en la precipitación y temperatura han
afectado la fenología de algunas especies de anfibios (Blaustein y Kiesecker 2002; Co llins
y Storfer 2003).

Se ha descrito que una amplia variedad de contaminantes como los herbicidas, los
funguicidas, y los ferti lizan tes pueden elim inar direc tamente a los anfibios, afectar su
comportamiento, reducir sus rangos de crecimiento, actuar en rupturas endocrinas o inducir
inmunosupresión (Blaustein y Kiesecker 2002). La introducción de especies exoticas tiene
el potencial de afectar a los anfibios en di ferentes maneras (Blaustein y Kiesecker 2002).
Las especies introducidas compiten con los anfibios nativos, transmiten enfermedades y/o
son depredaelores (Blaustein y Kiesecker 2002; Co llins y Storfer 2003). El efecto ele la
captura y caza de pob laciones de anfibios es poco conocido, pero hay evielencia de quc
puede ser significativo (Co llins y Storfer 2003).

Por otra parte se ha encontrado que una variedad ele patógenos afectan las pob laciones de
anfib ios, y pueden ser la causa ele muerte masiva de ellas (Blaustei n y Kiesecker 2002). En
lo que se refiere a las enfermedades ele anfibios, los patógenos que se han descrito
involucrados son virus, bacterias, parásitos, om icetes y hongos (Cunningham el al 1996;
John son el al. 1999; Kicsecker el al. 2001 ; Berger el al. 1999). De l efec to de los parásitos
sobre los anfibios se conocían, hasta hacia un par de décadas (Santos-Barrera 2004); por
ejemplo solo se conocían infecciones causaelas por virus del tipo Ranavirus (Daszak el al.
2004), por bacterias como Aeromonas hydrophila que ocasiona la enfermedad de piemas
rojas (Cunningham el al. 1996), por helmintos (Barton y Richarels 1996), por hongos como
por ejemp lo Basidiobolus ranarum (Groff el al. 1991) YCromomicosis que es una
infección micótica por hongos septados y altamente pigmentados como Fons eca ea pedrosi,
Fonsecaea dermat itidis, Cladosporium sp., Sco lecobasidium sp .Phialoph ora sp.(M iller el
al. 1992). En Méx ico, Parra-Olea y colaboradores ( 1999) encontraron una drástica
disminuc ión en las pob lacio nes de anfibios y evidencia de extinciones locales. Lips el al.
(2004) documentan disminución , enfermedades y aparente ext irpación de anfibios
mex icanos. Sin embargo son pocos los registros de enfermedades in fecciosas y es limitado
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el conocimiento sobre su impacto en las poblaciones de anfibios en México. Por lo que es
necesario evaluar el estatus de los anfibios mexicanos y realizar una detección espacio
temporal de los patógenos causantes de enfermedades infecciosas y su efecto en la
declinación de anfibios.

El hongo quít ridio Batrachochytrium dendrobatidis causante de quitridiomicosis (Berger el
al . 1999; Piotrowski el al. 2004) , se ha encontrado en poblaciones de anfibios que habitan
áreas protegidas y perturbadas de Centro américa, Estados Unidos, España y Australia
(Berger el al. 1998; Daszak el al. 1999; Lips 1999; Bosch el al. 2001 ; Bradley el al. 2002).
En México la quitridiomicosis se ha registrado en ranas desde 1982 (Rollins-Smith el al.
2002 ), y solo se ha observado su presencia y sintomatología en los estados de Sonora
(Rollins-Smith el al. 2002), Guerrero, Oaxaca y Chiapas (Lips el al. 2004) (Tabla. 1).

Los mohos acuáticos del género Saprolegn ia sp son causantes de la mortalidad de huevos
de anfib ios y se ha propuesto como causa l del declive de Bufo boreas y de Rana cascadae
(Daszak el al. 2003) . Existen pocos registros de Saprolegnia sp como patógeno de anfibios
yen los menos se identifica hasta la especie. Bragg y Bragg (1958) refieren que una
infección por Saprolegnia elimino renacuajos de Scaphiopus bombifrons en zanjas con
agua limpia en Oklahoma. A la fecha Saprolegnia Jerax es reconocida como un patógeno
causante de una alta mortalidad de embriones de anfibios en el occidente de Estados Unidos
de Norteamérica (Kiesecker el al. 2001).

Las malformaciones en anfibios están ocurriendo en muchos lugares del mundo yen todas
las especies de anfibios (Sparling el al. 2000). Anormalidades en el desarrollo han sido
descritas en el norte, centro y sur de América; Europa; África ; Asia; y Australia (Sparling el

al. 2000). En México en el estado de Chiapas se ha reportado de un individuo adulto de
Rana palmipes con malformaciones en sus extremidad es (Sparling el al. 2000). Algunas
causas sugeridas en anormalidades de anfibios incluyen radiación UV-B, contaminantes,
retinoides e infestación de parásitos (Johnson el al. 1999). De estos últimos se ha observado
que la infestaci ón de trcmátodos del género Ribeiroia est á vincu lado con deformaciones
fisicas y extremidades supernumerarias en anfibios (Johnson el al. 1999; Johnson y
Sutherland 2003). En presente trabajo se documentan evidencias de tres patógenos: el
hongo quitridial Batrachochytrium dendrobatidis, los mohos acuáticos Saprolegnia y
tremátodos del género Ribeiroia. Esto debido a la detección de malformaciones, evidencias
y sintomatología de enfermedades en la población de Rana montezumae del Jardín
Botánico de la Reserva Ecológica del Pedregal De San Ángel (REPSA).

4.1.1 QUITRIDIOMICOSIS
Los hongos del Orden Chytridiales son principalmente acuáticos y pocos de ellos terrestres
(Herrera y Ulloa 1998). Estos usualmente actúan como degradadores primarios o saprobios,
usando sustratos con quitina, detritus de plantas y queratina (Berger el al. 1998) . Algunos
géneros son facultativos o anaerobios obligados, y muchos son parásitos obligados de
hongos, algas, plantas vasculares, rotíferos, nemátodos o insectos (Berger el al. 1998).
Longcore el al. (1999) describen a Batrachochytrium dendrobatidis. causante de
quitridiomicosis en anfibios . Este quítridio es el primer miembro del Phylum
Chytridiomicota en ser reconocido como un parásito del Phylum Vertebrata (Berger el al.

1998).
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TABLA1. Presencia y sintomatología de quitridiomicosis en México

Estado de la Republica
Mexicana

Especie Fase de
desarrollo

Sintomatología
Ó presencias de

quitridiomicosis

Guerrero Eleutherodactylus
saltator

Ptychohyla
erythromma

Ptychohyla
erythromma

Adulto Infectado

Adulto Infectado

Larva Perdida de
partes bucales

(Lips et a1.2004) Rana sierramadrens is Larva Pérdida de
partes bucales

Oaxaca Ptychohyla Larva Pérdida de
leonhardschultzi part es bucales

Hy la nephyla Larva Pérdida de
partes bucales

Hy la sob rina Larva Perdida de
partes bucales

Hyla cuclada Larva Pérdida de
partes bucales

(Lips el al. 2004) Duellmanohy la Larva Pérdida de
ignicolor partes buca les

Chiapas Plectrohy la matudai Larva Pérdida de
partes buca les

(Lips el a1.2004) Plectrohyla sagortlm Larva Pérdida de
partes bucales

Sonora

(Ro llins-Smith el al. 2002)

Rana tarahumarae Adu lto Infectado
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La mayoría de los quítrid ios presentan zoosporas flageladas que se desarrollan en un
esporangio estacionario (Berger el al. 1999). Los esporangios de algunas especies de
quítridios forman uno o más tubos de descarga a través de los cuales las zoosporas son
liberadas (Berger el al. 1999). Batrachochytrium presenta tallos monocéntricos o
coloniales, uno o muchos rizoides axial es parecidos a hilos (Longcore el al. 1999). Cada
segmento del tallo colonial forma zoosporangios con una o más papilas de descarga sin
opérculo (Longcore el al. 1999) . Este hongo es claramente diferente de otros hongos
quitridiales por su morfolo gía u1traestructural característica, y su secuencia de 18s rDNA
(Berger el al. 1998; Longcore el al.1999; Berger el al. 1999). .

Las larvas de anfib ios son infectadas por Batrachochytrium dendrobatidis en sus partes
bucales, que es la única área queratin izada de su piel (Berger el al. 1999). Fellers el al.
(2001) describen las anormalidades típicas que presentan los renacuajos infectados por este
hongo que son: porciones o la totalidad de las hileras de dientes y vainas mandíbulares
blanquizcas. Las hileras de dientes tienen a ser asimétricas bilateralmente, y será menos
común los renacuajos que presentan un hinchamiento rojizo y anormal y/o las papilas
enroj ecidas.

Despu és de la metamorfosis de los renacuajos , la piel sobre el cuerpo empieza a
queratini zarse permitiendo que la infección fúngica se disperse (Berger el al. 1999).
Renacuajos de Buf o marinus infectados por quitrid iomicosis sobrevivieron a la infección
posterior de la metamorfosis pero de 2 a 3 semanas después presentaron una alta mortalidad
(Berger el al. 1998; Berger el al. 1999). Cientos de sapos post-metamórficos de Alytes
obstetricans fueron encontrados muertos por quitridiomicosis, alrededor de estanques en el
parque Natural Peñalara en el centro de España (Bosch el al. 200 1).

Actualmente se ha desarrollado toda una línea de investigación sobre enfermedades
infecciosas de anfibios cuyo principal propósito es conocer el origen, diseminación y
patogenicidad de Batrachochytrium dendrobatidis (Santos-Barrera 2004) . De esta se
manejan 3 métodos para la detección de Batra cliochytrirn dendrobatidis en la piel de
anfibi os.

l Observación en fresco o preservados en colecciones científi cas
2 Preparaciones histológicas
3 Detección por PCR de regiones ITS de rDNA

La histopatología de quitridiomicosis ese encuentra asociada con una hiperqueratosis focal
y erosión en el área del stratum corneum, un engrosamiento de la epidermis (hipcrplasia
que puede estar presente) , así como también una necrosis foca l de las células epidérmicas y
podría encontrase un incremento insignificante en células inflamadas de la dermis (Berger
el al . 1999b) ver Fig. 4.1 Y4.2 . Los renacuajos pueden tener infecc iones leves
acompañadas con una mínima patología o infecciones severas con hiperqueratosis yen
ocasiones presenta invasión bacteriana (Berger el al. 1999b) Fig. 4.3 .

El diagnostico del examen de quitridiomicosis en anfibios, puede clasificarse en negativos
(no se encuentra el hongo quítridio), positivo (se encuentra el hongo quítridi o), y
sospechosos positivos (posible hallazgo del hongo quítridio pero se necesita confirmaci ón)
(Berger el al. 1999b).
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A
FIGA . I Corte histológico con diferentes estadios del patógeno. Espora ngio listo para desca rgar las zoósporas
(A). Esporangio después de la descarga de las zoós poras (8). Septación intem a (C).Separación de la primera
capa de la epidermis y erosión del stratum corneum (1). Tomado de Puschendorf (2004)

A

~• . ti " ..-e , ~

FIG 4.3. Cor te histológico de las partes bucales de un renacuajo infectado con el quitridio ( 1). Se reco noce n
las partes bucales en co lor café osc uro (2) . Tomaelo de Puschendor f (2004).
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4.1 .2 SAPROLEGNIOSIS
La mayoría de las especies de Saprolegnia (Clase Oomycetes, Orden Saprolegniales,
familia Saprolegniaceae) viven como sapróbias acuáticas o terrestres, algunas son parásitas
(Herrera y Ulloa 1998), pueden infectar ciertos peces (Herrera y Ulloa 1998; Kiesecker el

al. 2001b), embriones de peces y anfibios (Kiesecker y Blaustein 1999). Estos mohos
acuáticos no son parásitos obligados, pero pueden vivir sin la presencia de hospederos si
hay suficiente materia orgánica en descomposición (Duijn 1956).

Estos Oomycetes presentan el micelio muy ramificado y se desarrollan ampliamente
notándose a simple vista como una masa algodonosa y blanquizca (Herrera y Ulloa 1998).
Las hifas vegetativas son de dos clases: rizoidales pequeñas, que penetran al sustrato y
permiten la fijación del micelio y la absorción de sustancias nutritivas, y las hifas externas
que crecen fuera del sustrato , muy ramificadas y que constituyen la parte del micelio, en
donde se forman los órganos de reproducción (Herrera y Ulloa 1998).

El ciclo de vida de Saprolegnia es descrito por Herrera y Ulloa (1998). Al efectuarse la
reproducción asexua l se desarrollan zoosporangios en las hifas externas. Posteriormente ya
partir de la pared del zoosporangio, se forman zoosporas biflageladas. Estas al madurar, se
escapan a través de un poro que se abre en la pared, situado en la región terminal del
zoosporangio. Las zoosporas quedan libres en el agua y presenta diplanetismo.
La zoosporas primarias son piriformes con dos flagelos en la parte anterior. Después de
cierto tiempo en este estado, pierden sus flagelos, se inmovilizan o enquistan, segregan una
pared delgada y constituyen quistes. Después de un corto tiempo la pared del quiste se
rompe y se escapa una masa protoplásmica que forma una zoospora secundaria reniforme
con dos flagelos implantados lateralment e, la que después de un periodo de natación vuelve
a formar otro quiste , cuando este germina , desarrolla un nuevo micelio. En Saprolegnia se
ha observado otro método de reproducción asexual, por medio de gemas o yemas, que se
forman aisladas o en cadenas intercalares en ciertas partes o en las extremidades de las
mismas. La reproducción sexual de los Oomycetes es oogámica (fecundación de una
gameta femenina inmóvil por una gameta masculina móvil ; la femenina es más grande
(oosfera u óvulo) y se origina en el órgano femenino denominado oogonio; las gametas
masculinas son más pequeñas (espermatozoides o anterozoides) y se producen en los
órganos sexuales denominados anteridios), por contacto gametangial (gametangia ) y la
meiosis se lleva a cabo en los gametangios y no en el cigoto, por lo que los núcleos de las
estructuras somáticas y de reproducción asexual, así lo de los gametangios jóvenes, son
diploides (Fig. 4.4).

Cuando la infección por Saprolegnia ha ocurrido, en la piel de hospederos vivos, un primer
micelio se formara, creciendo entre células de la epidermis penetrando desde ahí hasta la
dermis y después debajo de los múscu los (Duijn 1956). Mientras la hifa se esta formando
esta crece no solo bajo la piel sino también a través de la piel y a través del músculo. Por la
interacción de células en la piel, el músculo se empiezan a degenerar y eventualmente
muere el hospedero (Duijn 1956). La infección puede dispersarse a través de cualquier
contacto directo del crecimiento de hifas o por la colonización de zoosporas libres
nadadoras (Wood y Willoughby 1986; Kiesecker y Blaustein 1997).
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F[G 4.4 C iclo de vida de Sapro legnia (Oomyce tes) . A-H . Fase de reproducción asex ua l, diplo ide, en
[a cual [as hifa s somáticas desarrolladas en el sus trato producen esporangio s que liberan zoosporas piriformes;
estas se enquistan y al germinar liberan zoos po ras reniformes que también se enquistan. Al ge rminar [os
últimos qui stes se forman las hifa s somáticas, las cuales también pueden pueden reproducirse por medio de
yemas. I-N. Fase de reproducción sexual , que involucra la formación de oo goni os y anteridios dipl oid es, [os
cual es sufren meio sis ant es de vincularse . La fertilización de las oosferas, haploides, se lleva a cabo por
medio de núcleos gamé ticos, haploides, que pasan a través de tubos emitidos por los anteridios y que penetran
la pared de los oogonios . Las oosferas fertilizada s orig inan a las oo sporas, diploides, las cua les so n Iibereadas
de los oogonios desint egrados y germinan para formar las hifa s so máticas diploides . T omado de Herrera y
Ulloa. ( 1980)

Wood y Willoughby (1986) publican que la coloni zación sin infección muertos por
Saprolegn ia es inicialmente superficial, después es dennal. El micelio superficial
aparentemente es fijado en el moco externo del hosp edero , pero este eventualmente se
extiende más allá y es presumiblemente sostenido por nutrientes filtrados a través del
cadáver.

Cuando los hospederos son atacados por Saprolegnia es por que su resistencia ha sido
debilitada por otras enfermedades, heridas o malas condiciones (Duijn 1956). En la
natural eza es posible que el efecto de patógenos, como Saprolegnia , puedan ser
aumentados cuando el sistema de defensa es debilitado por estrés (Kiesecker y Blaustein
1995).
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Se ha documentado como una fuente de estrés , la radiación UV-B , debilita el sistema de
defensa a enfermedades (Kiesecker y Blaustein 1995) y también se ha observado que la
susceptibilidad a la infección incrementa con el agua muy alcalina, ácida o con poco
oxígeno (Wood y Willoughby 1986).

Una epidemia de Saprolegnia f erax debido al incremento de exposición a rayos UV-B ha
sido identificado como causante de una alta mortalidad de embriones de anfibios en el
Pacífico occidental de los Estados Unidos (Kiesecker el al. 200 1). Otros estudios revelan
que el clima inusual, y no la perdida de la capa de ozono, es el agente principal a la
exposición de rayos UV-B (Kiesecker el al. 2001). En años extremadamente secos una
larga porción de sitios de puestas de huevos de sapos occidentales (Buf o boreas ) se
encuentran en aguas poco profundas, por lo que se sugiere que tiene menor protección
contra los rayos UV-B (Pounds 2001 ). En aguas con menos de 20 cm de profundidad los
filamentos de Saprolegnia f erax invaden y eliminan cerca del 80% de los embriones en
promedio, en comparación al 12% en aguas con una profundidad de 50 cm (Pounds 2001) .
Finalmente Daszak el al. (2003) proponen que la Saprolegniosis es probablemente la causa
más importante en la disminución de las pob laciones de anfibios.

1.3.DEFORMACIONES
En la década de los noventas se intensifi caron los registros de extrañas malformaciones en
más de 60 especies de ranas, sapos y salamandras en cuatro continentes (Blaustein el al.
2003) . Como posibles causas se incluyen herb icidas, insecticidas, funguicidas, fertilizantes ,
coexistencia con ciertos peces, enfermedades, elevada densidad de renacuajos, temperaturas
extremas, mecanismos hereditarios, contaminación radioacti va, retinoides, virus
teratogénico s, metales, radiación UV-B (Sparling el al . 2000) . El tipo de anormalidad más
frecuentemente registradas en el campo son aquellas de extremidades, principalmente de
los miembros posteriores, las elefonnaciones incluyen pérdida total o parcial ele miembros,
miembros supemumerarios y un rango grande de anormalidades en las extremidades
inferiores (Johnson el al. 1999; Johnson el al. 2002; Stopper el al. 2002; Blaustein el al.
2003) . Pruebas actuales señalan que la infección por el parásito tremá todo Ribeiroia es el
respons able de estas anomalías (Johnson el al. 1999; Stopper el al. 2002; Blaustein y
John son 2003 ; Jonson y Sutherland 2003).

Los tremátodos pertenecen al Phylum Platyhelminthes y son parásitos dependientes de
ambientes acuáticos (Kiesecker el al. 2004) . El trematodo Rib eiroia tiene un ciclo de vida
indirecto o multi -hospedero , en el cual la transmisión entre un segundo intermediario
(peces, anfibios) y un hospedero final (aves , mamíferos) depende de la depredación
(Johnson el al. 2002) . Después de que un anfibio infect ado es consumido por el hospedero
final , el trematodo madura sexualmente, liberando huevos junto con las heces del
hospedero (Johnson el al. 2002). El primer hospedero intermediario en el ciclo de vida es
un caracol acuático de los géneros Planorbella , Biomphalaria (John son el al. 2002), y
Helisoma (Jonhson el al. 2003) el cual es infectado cuando los huevos eclosionan e invaden
el tejido del caracol. Dentro del hospedero, el tremátodo se reproduce asex ualmente
produciendo un gran número de cercarias móviles (John son el al. 2002).

Después de transformarse en el interior del caracol en una segunda larva de vida libre, el
parásito se introduce en los lugares donde se formaran las patas traseras de los renacuajos
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(Blaustein y 10OOson 2003). La cercaria de Ribeiroia preferentemente infecta y penetra el
tej ido alrededor de los miembros de las larvas de anfibios, causando inapropiadas
formaciones o brotes de miembros en desarrollo (10OOson el al. 1999; 10OOson el al. 2002)
El genero Ribeiroia exhib e una única distribución en ranas infectadas: las metacercarias son
altamente localizadas en el tejido alrededor del cinturón pélvico y miembros posteriores
(10OOson el al. 1999). Se sospecha que el resultado de las malformaciones es aumentar la
transmisión del trematodo, para limitar la habilidad del anfibio infectado de escapar a la
depredación del hospedero final (Session y Ruth 1990; 10OOson el al. 2002) (Fig. 4.5).

Se ha registrado que Ribeiroia está involucrada en el reci ente incremento de anfibios
deformes, esto podría ser debido a un incremento en la densidad o distribución de las
especies hospederas (10OOson el a l. 1999). Alternativamente, se sugiere que los cambios
antropogénicos o naturales en el amb iente pueden causar que las poblaciones de caracoles
aumenten (10OOson el al. 1999). También se ha descrito que la acelerada eutroficación
debido a contaminantes orgánicos y la disminución de consumidores de mo luscos,
incrementan la abundancia de caracoles y consecuentemente la incidencia de la infección
por el parásito (Johnson el al. 1999).

Radiación de tipo UV-B (280-315nm) es la radiación que produce los mayo res daños
significativos en la superficie terrestre (Blaustein el al. 2003b). Los organismos vivi entes
absorben la radiación UV-B efici entemente y puede ayudar a ocasionar mutaciones y

. muerte celular (Blaustein el al. 2003b). La radiación UV -B puede matar a anfibios
directamente causando efectos sub letal es o actuando en conj unto con contaminantes,
patógenos o con cambios clim áticos afect ándol os de man era adversa (Blaustein el al .
2003b). Muchos estudios han mostrado que con una alta incid encia de luz UV de una
longitud de ond a de <31Onm puede afectar el desarrollo de los miembros post eriores y
regen eración en salamandras, produciendo deficiencias en miembros y dígitos
sup ernumerarios (Ankl ey el al. 1998).

4.2.0BJETIVO
Identificar los agentes patógenos y alteracion es corp orales encontradas en algunos
individuos de la pob lación de Rana mont ezuma e en el Jardín Botánico de la REPSA.

4.3 MATERIALES Y MÉTODO
4.3 .1 TRABAJO DE CAMPO
4.3 .1. 1CARACTERÍSTICAS DE LA ZONA
El trabajo se llevo a cabo en el Jardín Botánico de la REPSA (ver área de estudio) .EI
estudio se realizó en 3 estanques por confirmarse la presencia de Rana montezumae y por
las condiciones de mantenimiento.

En los muestreos reali zados durante el estudio se tomaron notas de campo del estado
general de los estanques estudiados. Se consideraron los siguientes datos : temperatura,
profundidad, limpieza de basura, mantenimiento, bombeo de agua, biota existente.(Los
datos y características de cada estanque se describieron en el capítulo 1).
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FIG. 4.5. Ciclo de Biológico del tremátodo Ribeiroia ondatrae le permite inducir malformaciones -incluida la formación
de extremidades posteriores supernumerar ias- en sucesivas generacio nes de ranas Tomado de Blaustein y Jonhson (2003).
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4.3.1.2 COLECTA DE ESPECÍMENES
Durante el periodo comprendido entre Marzo del 2003 y Mayo del 2004, se realizaron
muestreos 1 vez por semana en los 3 diferentes estanques. Estos muestreos comprendieron
59 días y 295 horas. Utilizando redes de cuchara, se capturaron organismos recién
eclosionados, larvas, metamórficos y adultos . Cada larva y metamórfico capturado, le fue
medido la longitud hocico-cloaca (LHC) y se determinó el estadio de desarrollo (GSD;
Gosner 1960). A cada adulto encontrado, se le midió la Longitud Hocico Cloaca (LHC), y
se le determinó el sexo. Todos los ejemplares fueron medidos en el lugar de captura y
regresados a su estanque. En caso de encontrar especimenes muertos, agonizando, deformes
y enfermos se llevaron al laboratorio para ser fijados. Los individuos fijados se preservaron
en formol al 10%.

4.3.2 TRABAJO DE LABORATORIO
Las partes bucales de las larvas de Rana montezumae colectadas y fijadas se observaron en
el microscopio estereoscópico para determinar la presencia de alguna anomalía típica de
larvas infectadas con Batrachochytrium dendrobatidis como son: asimetría en las hileras de
dientes, porciones parciales o totales del disco oral blanquizcas, inflamación anormal y
enrojecimiento de las papilas.

4.3.2.1 HISTOLOGÍA
Se realizó un análisis histológico de las partes bucales de dos renacuajos que presentaban
estas anomalías en el disco oral en el laboratorio de Ecología y Conservación del Centro de
Investigación en Recursos Bióticos CIRB, bajo la supervisión de la M. en C. Xóchitl
Aguilar Miguel. Se realizó una disección del disco oral cortando el labio inferior y el labio
superior en cada uno de los 2 ejemplares procesados. Los tejidos obtenidos de la disección
se introdujeron a un frasco con agua para realizar un lavado, esto con una duración de 2
horas y con cambios de agua cada 30 minutos. Una vez lavado el tejido se proceso para
deshidratarlo sometiéndolo a concentraciones graduales de etanol Xilol, (Apéndice 1).
Posteriormente el tejido deshidratado se coloco en Xilol por 25 minutos. Transcurrido el
tiempo el tejido se traspasó a paraplast por 30 minutos, parafina por 30 minutos ya parafina
limpia por 30 minutos . Terminado este proceso el tejido se incluyó en parafina y se dejó
secar 12 horas. Se hicieron cortes longitudinales de cinco micrómetros de grosor en un
micrótomo. La tinción se realizó por medio de la técnica Hematoxilina Eosina. Apéndice 2.

4.3.2.2 IDENTIFICACIÓN DEL MOHO ACUÁTICO
Una larva viva, dos metamórficos muertos y un adulto muerto de Ralla montezumae que
presentaban una masa algodonosa y blanqu izca en alguna parte de su cuerpo o en su
totalidad, fueron preservadas en formol al 10%. Antes de ser fijados una parte de la masa
algodonosa y blanquizca fue puesta en agua destilada esterilizada para cultivo e
identificación. El cultivo e identificación de los organismos fue realizada por la Dra.
Guadalupe Vidal en el laboratorio de Micología de la Facultad de Ciencias de la UNAM .

4.3.2.3 DISECCIÓN
Solo una de las larvas capturadas presentó miembros supernumerarios, a esta se le practicó
un examen helmintológico, que consistió en una revisión de la superficie del cuerpo, de las
cavidades y búsqueda intramuscular bajo el microscop io estereoscópico.
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4.4 .RESULTADOS
4.4.1.RESULTADOS GLOBALES
Durante los 14 meses de estudio se capturaron un total de 1225 eclosionados, 1435 larvas,
58 metamórficos y 53 post-metamórficos y adultos. Un total de 23 larvas (1.60%), 5
metamórficos (8.6%) y 1 adulto (1.88%) presentaron alguna anomalía (Fig.4.6).De veintiún
larvas (1.46%) presentaron anomalías en el disco oral, una larva (0.07%) presentaron
extremidades supernumerarias, una larva (0.07%) se encontró con Saprolegnia. Cinco
metamórficos (5.1%) se encontraron muertos sin causa aparente, cinco metamórficos
(5.1%) presentaron saprolegnia. Del total de adultos uno (1.88%) presentó Saprolegnia.
Tabla 4.2.

TABLA 4.2. Porcentaje del número total de individuos de Rana montezumae encontrados por categoría de
edades con alguna anomalía.

Categoría de edades
Larva
Larva
Larva

Metamórficos
Metamórficos

Adulto

% de individuos Anomalía y sintomatología
1.53% Disco oral

0.06968% Saprolegnia
0.06968% Extremidad supernumeraria

5. I % Sapro legnia
5.1% Muerte sin causa aparente
1.88% Saprolegnia

4.4.2. RESULTADOS POR ESTANQUE
Estanque #1
Un tota l de 137 eclosionados, 565 larvas, 50 metamórficos, 26 post-metamórficos y
adultos, fueron capturados y medidos. De las 565 larvas una presentó el aparato oral
sangrando con pérdida del labio anterior y vaina mandibular superior, con vaina mandibular
inferior de color blanco; tres presentaron hinchamiento en las papilas; una presento
extremidad posterior derecha supernumeraria. De los 50 metamórficos dos se encontraron
muertos y secos fuera del estanque. Los organismos que no presentaron alguna anomalía
fueron regresados al estanque. Tab la 4.3.

Estanque #2
En este estanque se capturaron y midieron un total de 929 eclos ionados, 132 larvas, 2
metamórficos, 9 post-metamórficos y adultos. De las 132 larvas, 3 presentaron las hileras
de dientes y vainas mandibulares con porciones blanquizcas. De los dos metamórficos uno
se encon tró seco fuera del estanque. Tab la 4.3.

Estanque #3
Un tota l de 159 eclosionados, 738 larvas, 6 metamórficos, 18 post-metamórficos y adultos
fueron capturados y medidos. De las 738 larvas 15 presentaron anormalidades en el disco
oral que incluyen hileras de dientes y vainas mandib ulares con porciones blanq uizcas. Las
hileras de dientes asimétricas bilateralmente, y las papilas enrojec idas. Una presento la
extremidad posterior izquierda cubierta por una masa blanca filamentosa. De los 6
metamórficos 2 se hallaron muertos con parte de su masa corporal cubierta por una masa
blanca filamentosa. De los 18 post-metamórficos y adultos solo un adulto muerto fue
localizado con parte de su masa corporal cubierta por una masa blanca filamentosa. Tabla
4.3 .
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FIG. 4.6. Porcentaje de individuos de Rana montezuma e por categoría de edades que presentaron alguna anomalía.
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TABLA 4.3 Total de individuos encontrados con alguna anomalía en los tres estanques estud iados .
Estanque #, Estado de desarrollo , longitud Hoc ico-cloaca / longitud total, encontrado en campo y anomalía
observada.

1 45 /49.4 Vivo Carencia de ojo izquierdo
1 36 26.8/88.8 Vivo Al capturar el organismo se observaba que el aparato oral

sangraba. Carente de labio anterior y vaina mandibular
superior. Vaina mandibulaar inferior de color blanco.

1 26 19.1145.9 Vivo Hilera de dientes asimetría e hinchada
1 27 19.3/56.5 Vivo Hilera de dientes asimétrica y labio superior hinchado
1 39 39.7/*** Vivo Mi embro posterior derecho supernumerario. presencia de un

fémur mas
1 44 35.3/49.5 Muerto Encontrado seco muerto fuera del est anque.
1 45 40.1142.9 Muerto Encontrado seco muerto fuera del estanque
2 46 /31.2 Muerto Encontrado seco muerto fuera del estanque
2 31 25/40 Vivo Hileras de dientes y vainas mand ibulares con porciones

blanquizcas
2 32 20.5/53.2 Vivo Hileras de dientes y vainas mandibulares con porciones

blanquizcas
2 31 21.2/55 .8 Vivo Hi leras de dientes y vainas mandibulares con porciones

blanquizcas
37 32.7/103.5 Vivo Al ser capturado se observaba en el organismo que el aparato

oral sangraba, no se observa labio posterior ni vaina
mandibular posterior

3 26 17.9/46.9 Vivo Hilera de dientes asimétricas
3 26 17/40.9 Vivo Hilera de dientes asimétricas
3 26 21.5 /48.9 Vivo Hilera de dientes asimétricas
3 26 15.4/36.7 Vivo Hilera de dientes asimétricas y papilas hinchadas
3 26 21.4/50.6 Vivo Hilera de dientes asimétricas y papilas hinchadas
3 26 21 .5/54.3 Vivo Hilera de dientes asimétricas
3 26 18.2/47.2 Vivo Papilas hinchadas
3 26 18.3/45 .7 Vivo Hilera de dientes asimétricas
3 26 16.9/30.8 Vivo Hilera de dientes asimétricas
3 26 23.4/36.7 Vivo Papilas hinchadas, pérdida de partes bucales
3 26 20/52 .2 Vivo Papilas hinchadas, pérdida de partes bucales
3 36 32.7/88 .3 Vivo Hilera de dientes asimétricas
3 37 32.6/87 Vivo Hilera de dientes asimétricas
3 38 38.4/106.9 Vivo Hi leras de dientes y vainas mandibulares con porciones

blanquizcas
3 37 31.2/90 .8 Vivo Extremidad posterior izquierda envuelta en masa blanca

algodonosa
3 45 /34.3 Muerto Masa corporal en su parte dorsal y ventral cubierta por una

masa blanca algodonosa
3 45 / Muerto Costado derecho del organismo cubierto por una masa blanca

algodonosa
3 46 /65 Muerto Parte dorsal y ventral cubierta por una masa blanca

algodonosa
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404.3.QUITRIDIOMICOSIS: ESTUDIO HISTOLÓGICO.
Se observaron un total de 35 cortes histológicos por cada disección realizada al disco oral
de los individuos procesados. En ningún corte se observó al quítridio Batrachochytrium
dendrobatidis. La boc a de las ran as muestran un epitelio de varias capas con una capa basal
compuesta por algunas células redondeadas, después vari as capas de células cuboidales
(Warren 1959) (Fig. 4.7). El núcleo de las células epiteliales generalmente contiene cuatro a
seis núcleolos cada uno (Warren 1959). En los cortes real izados no se obs ervaron las
hileras de dientes de las larvas, esto debido a la carencia o falta de partes del disco oral que
presentaron los individuos colectados. Por 10 general las partes bucales como hileras de
dient es encontradas en cortes histológicos de larvas son de color café y se observan en
hilera (Figo4.3).

Puschendorf (2004) menciona que en las mu estras histológicas de anfibios infectados por
qui tridiomicosis se observa la prim era capa de la epidermis desprendi éndose,
probabl emente como una defensa de los animales infectados para deshacerse del patógeno
y evitar que se introduzca a otras áreas de la epidermis. En el presente trabajo los cortes
histológicos mostraron poco desprendimiento de la superficie queratinizada de la epidermis
(Figo4.7) .

Berger et al. (1999b) señalan que la histopatología de quitridiomicosis está asociada con
una hiperqueratosis foca l y erosión en el Stratum corneum. Los cortes de este estudio no
presentaron está patología (Figo4.7) .

4.404 IDENTIFICACION DE MOHOS ACUÁricos
Los resultados obtenidos para la identificación del hongo fueron otorgados por la Dra.
Vidal dclla Facultad de Ciencias en la UNAM.

En una larva viva, 1 metamórfico muerto y un adulto muerto se encontró micelio
identificado como Saprolegnia spp. La masa blanca algodonosa presente en el cuerpo de 1
metamórfico encontrado muerto fue identificado como Saprolegnia ferax.
Las características diagnósticas para la identificación taxonómica del omicete Saprolegnia
ferax fueron la presencia de zoosporas dispuestas en hilera dentro del esporangio, el cual se
renueva internamente del ya existente dejando restos de la pared del anterior. Presentó
micelo aseptado y solo se observó la formación de septos en la base de las estructuras
reproductoras (asexuales o sexuales). Los esporangios fueron cilíndricos y las hifas
terminales que funcionan como esporangióforos terminaban en una abertura.

Las medidas promedio de 20 estructuras reproductoras asexuales de Saprolegnia ferax
encontradas en un metamórfico de Rana montezumae son 20 .5 11m de ancho y GOllm de
longitud del esporangio (Fig.4.8) 71lm de ancho y 5 11m de longitud de la espora (Fig.4 .9), y
las medidas promedio de 3 estructuras sexuales son 10 11m de ancho del anteridio, 40llm de
diámetro del oogonio y l Oum de diámetro de la oospora (Fig.4.1O)
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FIG. 4.7 Cor te histológico real izado en el disco oral a una larva de Ralla montezum ae donde se
obse rva desprendimi ento de la superficie queratinizada de la epid ermis (1) . El Stratum corneum no
tiene erosión (2) y la epidermis no muestra inflamación (3) . Muestras típicas de desprendimiento
de ep idermi s, erosión del Stratum corneum e inflamación de la epidermis observar Fig.4 .1 y 4.2 .
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F IG.4.8 El promedio de las medidas realizadas a
20 estructuras asexuales de Saprolegniaferax. Se
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FIGA.9 El promedio de medidas realizadas a 20
esporas .
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FIG4.10 Oogonio terminal, con Anteridios simples,
rodeando al Oogonio. Promedio de medidas realizadas

a 3 estructuras sexuales de Saprolegnia f erax.

4.4 .5 EXAMEN HELMINTOLÓGICO
El procedimiento realizado para buscar metacercarias de Ribeiroia sp en el ejemplar con
extremidad supernumeraria, no arrojaron evidencia de parásitos.

4.5 DISCUSIÓN
Rana montezumae fue la única especie de anfibio encontrado en los estanques estudiados
en el Jardín Botánico de la REPSA. Se tiene el reporte de su existencia en este sitio desde
1994 (Ejempl ar depositado en la Colección Nacion al de Anfibios y Reptiles del Instituto de
Biología de la UNAM). Ningún trabajo anterior a este se había realizado para estudiar al
anfibio .

4.5 .1 QUITRIDIOMICOSIS
Quitridiomicosis es una enfermedad que puede estar relacionada con la muerte masiva de
anfib ios en centro y Sudamérica (Blaustein y Kiesecker 2002) . En varios estados de la
Repúb lica Mexicana se ha encontrado la sintomatología de la enfermedad (Lips et al. 2004;
Tabla 1). La sintomatología oral causada por el hongo Batrachochytrium dendrobatidis en
larvas incluyen la pérdida de las partes bucales, asimetría bilateral en la hilera de dientes,
porciones del disco oral blanquizcas y papilas hinchadas y rojas , fueron encontradas en
renacuajos de Rana montezuma e (Figs. 4.11 ,4.12,4.13) .
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Renacuajos saludables pueden presentar el hongo quítridial por meses y prevalecer en la
población (Berger et al. 1999b). Las larvas capturadas en este estudio con la sintomatología
de quitridiomicosis se encontraban con un buen aspecto, con una buena coloración, y con
una alta actividad . Algunos post-metamórficos de Rana montezumae se encontraron
muertos alrededor de los estanques siguiendo el posible patrón de resistencia de larvas al
hongo y la muerte posterior a la metamorfosis, pero no se puede asegurar que murieron por
estar infectados por quitridiomicosis, estudios histológicos posteriores podrían aclarar esta
interrogante .

Los estudios histológicos de cortes transversales de partes bucales realizados para
confirmar la presencia de Batrachochy trium dendrobatidis en 2 larvas de Rana
montezumae con anormalidades en el disco oral fueron negativos, ya que no se encontró el
patógeno en las muestras procesadas. Si presentan las larvas la sintomatología típica de la
enfermedad ¿Por qué no se encontró el patógeno en las muestras? Puschendor (2004),
argumenta las posibles causas de la obtención de un negativo falso en cortes histológicos
para determinar quitridiomicosis en anfibios. Menciona la posibil idad de no haber usado
una cantidad suficiente de formol en el momento de fijar la muestra, o encontrarse con el
caso de una ligera infección donde la primera capa de piel en la que se encontraban los
esporangios se haya desprendido antes de realizar la prueba histológic a y por último no
haber absorbido la tinción, sin embargo las muestras y las capas de tejidos parecen
normales y totalmente constituidas (Fig. 4.7).

4.5.2 SAPROLEGNIOSIS
Saprolegnia f erax es conocido como un patógeno de anfibios causante de una alta
mortalidad de embriones (Kiesecker el al. 2001). Cuando la infección ha ocurrido en la piel
de hospederos, un micelio será formado (Duijn 1959). La presencia de micelio como una
masa blanca filamentosa en anfibios capturados vivos y muertos se presentó en las larvas de
Rana montezumae del estanque #3 (Fig. 4.14, 4.15) Duijn (1959) menciona que cuando los
hospederos son atacados por Saprolegnia es por que su resistencia ha sido debilitada por
otras enfermedades, heridas o malas condicion es; las características del estanque #3 como
el poco mantenimiento dado, la falta de oxigenación y movimiento del agua, la repentina
limpieza realizada con cloro y detergente, así como la presencia de agentes tóxicos en el
ambiente como pilas oxidadas en su interior hacen de este sitio un ambiente estresante para
los anfibios siendo estos más propensos a adquirir Saprolegnia ya que como se menciono
es el único estanque donde se encontró la enfermedad .

La mayoría de las especies de Saprolegnia viven como sapróbias acuáticas y algunas son
parásitas (Herrera y UIIoa 1998), pero no son parásitos obligados , pueden vivir muy bien
sin la presencia de hospederos si hay suficiente materia orgánica como plantas en
descomposición (Duijn 1956). Por ello no podemo s argumentar que los anfibios
encontrados muertos con micelio superficial de Saprolegnia sp en la epidermis , hallan
muerto por saprolegniosis , ya que la presencia excesiva de algas filamentosas (Spirogyra
sp) y plantas en descomposición (Nymphaea sp) podría haber sido el alimento de
Saprolegnia y después podría haber ocurrido la colonización superficial del micelio
alimentado por cadáver y después posiblemente ocurrió la colonización dermal como es
descrito por Wood y Willoughby (1986).
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Pounds (2001) menciona que en aguas con menos de 20 cm de profundidad los filamentos
de Saprolegnia ferax invaden y matan cerca del 80% de los embriones en comparación a
las aguas con una profundidad del 50 cm, donde el moho acuático mata en promedio el
12% de los embriones. En un metamórfico vivo se encontró la presencia de Saprolegn ia
ferax; las puestas observadas en el mismo sitio no estaban parasitádas por el omicete. Se
sugiere un seguimiento de las futuras puestas de huevos de Rana montezumae para observar
si estas son parasitádas con Saprolegnia spp y Saprolegnia ferax ya que las masas son
depositadas a menos de 15 cm de la superficie entre plantas o relieves en los estanques.

4.5.3 DEFORMACIONES
A la fecha un total de 67 especies de anuros y 26 salamandras se han documentado con
deformaciones (Sparling et al. 2000). Este es el primer trabajo que muestra a Rana
montezuma e con deformaciones (Fig. 4.16). Existen argumentos para poder relacionar la
extremidad supernumeraria encontrada en una larva con la presencia de trematodos de
Ribeiroia, a pesar de que no se encontró evidencia de infección. El Jardín Botánico de la
REPSA es un sitio de albergue de garzas migratorias, se ha observado la presencia de la
garza Butorides virescens . Al igual que en los estanques estudiados se encuentran caracoles
del género Planorbella y una gran cantidad de algas filamentosas. Estudios posteriores
realizados con los caracoles del género Planorbella, podrían verificar esta hipótesis. Otras
posibles causas e hipótesis de la malformación podrían ser respondidas en un futuro con
estudios de calidad del agua, radiación UV-B, metales pesados , genética, conducta.

El estatus poblacional de Rana montezumae en el Jardín Botánico de la REPSA es crítico,
el estrés ambiental al que están sometidas como el cambio repentino de agua, las
enfermedades encontradas, el saqueo de metamórficas de su hábitat para mascotas por los
visitantes, y el vaciado para limpieza de los estanques con huevos y larvas perturba la
dinámica poblacional del anfibio. El porcentaje de anfibios encontrados con alguna
enfermedad y deformación en este estudio es bajo (Fig. 4.6) pero la cantidad de anomalías
halladas en éstos llama la atención. La intención de este estudio fue determinar los posib les
patógenos encontrados en la población de Rana montezumae utilizando las técnicas
convencionales de otros estudios a nivel mundial para determinar y diagnosticar
enfermedades. Estudios a futuro podrían verificar como el medio esta afectando a la
población de Rana montezumae y así entender algunas de las causas de enfermedades y
deformaciones en anfibio.

Algunas propuestas para mejorar el hábitat de Rana montezumae en el Jardín
Botánico:

• Buen manejo de los estanques que incluye movimiento continuo de agua,
limpieza de basura.

• Extracción continua de algas filamentosas
• Cuando los estanques sean vaciados colocar los huevos y larvas en cubetas y

una vez que sean llenados depositar los organismo dentro.
• Evitar el saqueo de ranas metamórficas o la introducción de especies ajenas

como tortugas.
• Realizar un tríptico con información sobre las especies encontradas en el

Jardín Botánico y su importancia.
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Fig. 4.12. Foto del disco oral de Rana
montezumae de los estanques del Jardín Botánico
de la REPSA , con la sintomato logía típica de
quitridiomicosis. Se puede observar la pérdida de
las hileras de dientes inferiores y la vaina
mandibular superior con una porción blanquizca

Fig. 4 .11. Foto del disco oral de Ralla
montezumae del Jardín Botánico de la REPSA.

FigA. 13. Foto del disco oral de Rana montezumae del Jardín Botánico de la REPSA
con la sintomatología típica de quitridiomicosis. Se observa la pérdida de la vaina mandibular superior

y las hileras de dientes superiores. La vaina mandibular inferior casi en su totalidad blanqui zca.
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Fig. 4.14 . foto de un metamórfico de Rana mont ezuma e del Jard ín Botánico de la REPSA. Encontrado
muerto con Saprolegnia spp.

Fig. 4.15 Foto de un adulto de Rana montezumae del Jardín Botánico de la REPSA . Encontrado muerto con
Sapro legnia spp.
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Fig. 4.16. Ralla montezumae encontrada en el Jardín Botánico de la REPSA , con extremidades

supernumerarias
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Proceso de deshidratación

APÉNDICE 1

Alcohol 30%
Alcohol 50%
Alcohol 70%
Alcohol 80%
Alcohol 96%
Alcohol 100%

30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
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Tinción Hematoxilina-Eosina

APÉNDICE 2

Xilol
Alcohol absoluto
Alcohol al 96 %
Alcohol al 96%
Alcohol al 96%
Alcohol al 80%
Alcohol al 70%
Alcohol al 50%
Agua
Agua destilada
Hematoxi lina
Agua desti lada
Agua
Alcohol al 50%
Alcohol al 70%
Eosina
Alcohol al 80%
Alcohol al 96%
Alcohol al 96%
Alcohol absoluto
Xilollimpio

15 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
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APÉNDICE 3

Secuencias obtenidas del gen 12S rDNA de Rana montezumae encontradas en el Jardín
Botánico de la UNAM. Se muestran de color azul claro los nucleótidos diferentes.

AY 115132 ATGCAACTCTCA GCACACCAGTGAGGACGCCCTTTAGTTCTACTCCAGAAAAA
INDI VfDlJO I ATGCA:\GTCTCAGCA CACCAGTGAGGACGCCCTrTAGTTCTACTCCAGAAAAA
INDIVfD UO 2 ATGCAAGTCTCAGCACACCAGTGAGGACGCCCTTTAGTTCTACTCCAGA AAA A
INDIVID UO 3 ATG Cl\1\GTCTCAG CA CACCAGTGAGGACG CCCTrTAGTTCTACTCCAGAAAAA
INDIVfDlJO ,1 ATCiCA:\GTCTCAG C;\CACCAC:;TCi:\GG:\CCiCCCn'T;\GTTCTACTCCACiA:\A AA
INDIVIDUO 5 ATCiCA...A.GTCTCAGCACA CCAGTGAGGACGCCCTTTAGTTCTACTCCAGAAAAA
INDIVIDUO 6 ATGCAAGTCTCAGCA CA CCA(3TGA(jG:\('(JCCCTTfAGTTCTACTCCAGAAAAA
INDIVID UO 7 ATGCAAGTCTCAGCACACCAGTGAGGACGCCCTTTAG1T CTACTCCAGAAAA A
INDIV IDLO S A TGCAA GTCTC:\GC:\CACCAGTG:\ GGACGCCC1T TAGTTCTACTCC:\GAA¡\¡\ A

A Y11 5132
I 1' () I V ID tI 0 1
IN DI V JDUO 2
INDIVII)( :O ,

GGAGCCGGT I TCAGGCACAAATCCGCCCACAACACCTAGTCCCACCACACCCC
(j( ,AC,CCGGTATC::\( ¡(JCA( :A :\ :\ *('C(,C'( 'CA C:\:\C:\ C:( TACI"I'('CC':\( ' ( >\C:\C 'c:CC
CiGAG CCGG'I '¡\'I'C:'\ C,GC AC A:\A *CCGCCCACAA CACC r A (J'!'CCCAC'CA C:\CCCC
(j ( j¡\CiC'C'CiGTATC:\CiGC:\CA:\:\ *C:c( iCCC:\CA :\CACC!':\GTCCCACC:ACAU :CC

IND IVI D [ :O '\ C; ¡\ ( iCCCiCiT ATC:\ CiCiC:\ CA :\ A*cc< iCCC:\ C:\ A( 'ACCTA< iTCCCACC:\ C:\ CCCC
1 -1.> ' '', 11) ' , " '. ""'0 ' : j( : 1,\ i( .\ ( , oC ... 1·... '..\ « ,( :.( ',\(::\.\( '-\( ( . i '. ( ,! ( ('(.\( ( '\( \( , (',

INDIVIDUO 7 GGAGCCGGTATCAGGCACAAA*CCGCCCACA.t\ CACCTAGTCCCA CCACACCCC
:,,' \(, : ¡ ( , (, ' \I ( :\ { ,I. ,l ·:\ ' ',,\ \ ( ' ,1 \ \(' :\:\ ( .\ C'\ ! \i.( (l ' ('(' ,¡ · .. ·l·; (

AY 115132 CAAGGGTAATCAGCAGTGATTAATCTTGTACATAAGCGTAAGC1TGATTCAGTT
I ' ,D ! \. I :J( (;; ( :\:\i, (,( j· j ; \ ,,\ J'i. :\ ( , ~'. \ ¡,'¡ (;, \ ! I :\ "j i I j U! .:\l ;\! ¡\ :\ (; ('(,! \ :\l, ( il(i ,\ i'l(' ·\ (, ·! 1
1" D I V II)lO 2 C:\ ,\Cl ( iGT¡\;\ TC:\ GC:\ GT( ,:\'1'1 ¡\ A T CTT<,T A C:\ !';\¡\( ¡CC,T:\:\(;C!'r< ;:\ '1' rC;\( ,TT
1N D j V II >l '() .' ( :\ :\( iC ¡C; I ¡\ ;\ T C:\( iC :\ ( i I ( iAT I ;\ ;\TCTI cn :\ c:\ !';\;\C i( '( iT :\M ¡C!T( ;;\ 1 I C;\( ,'1'1

\ .. " ,
1,,[) I V i i>! () :' (:\,\( j( i( i i :\ :\ I'( ¡\ (j ( .\ ( j'f (;,Y I I :\:\ I( 1 l( i' I :\(",\ I;\:\(;('(; ' I :\ :\ ( i(' I 'I(i :\1I (" \ (, i j '

. , 1 ! 1 l' . \ ~ . ', ¡ ¡ I .'. 1 •

11 DI VI D CO 7 CAi\GGGTi\ATCAGCAGTGATTAATCTTGTACATAAGCGTAAGCTTGATTCAGTT
[ ". J: \'," ;\1 1 ,'\ !(',I'¡,,'\ti:{ ,\ .1 ·\!\'¡;¡.;:'l.,\i::..\(' l~ i \ \( '1"'1 '

A Y 115132 AAAGAAAAGAGGGCCGGCCAACATTGGTGCCAGCCGCCGCGGCTACACCCTAG
1'" P I \' 11 Ji (i i .v . \ \ ,, \:\:\:\ ~ ! \ ( ;(¡"iCC( ,( J ( ( I : \( .\ ¡ I (,( ,T ( ,( '( ;\ ( iC( '( ít'C (j( ( ", ( I ~\( '\' ' ('¡ , ' : \ ( ;

1~f)IV II)l ;() 2 :\ :\ ;\(iA ,'\:\ :\Ci :\ CiCiGC( :GGCCA :\ ( ::\ I '1'(i( iTG C(:AClCCGCCCi('Ci ( J(:T :\ C:\ ( '( :C:T A( ¡
IN D IV I1 >l ;() J :\ :\ V ,;\:\ :\ :\ G:\C¡U( iCCGC,CC;\:\C:\ ITCj( iTCi CC:\ C;CCGCC( iCC, GC I :\CM 'o :'1:\ ( i

',,': . «( 'C

1;, 1)1\' I ¡) ( 'U " i\ :\ ,\C,\ ;\ :\ M ,:\ Ci( iCI( 'C:( jI ,(:( :/\.·\ (',.\ '1 r( il i' l C,CC:\CiCC( ie< 'í. j( .( j ( i(:'! ·\( . :\ l 'ce ! .\ ( ,
l" f ' '\ .. r( i{ {( I , 1 { i. (¡ l' . -r .\/.( ! j{ ! ; , 1 t,

1ND1V 1I )uo 7 AAAGAAAAGAGGGCCGGCCAACATTGGTGCCAG CCGCCGCGGCTACACCCTAG
i ',j ) 1 \ '¡ 1:

A Y 115132
L l "! \ ,U~ , , '

GGCCCGAGTTGATAATCATCGGCGTTAAGCGTG ATTAAAGTAATTAGAAACTA
, ,\ JI '( 'C I J:\' ,1'1'(;;1 ;\ A l'( .:'\ ("C I j ( , ( (. r 1" : ( ,CCiTC;, \ l"T,\ ·\ \ ( ,'1':,\ .\ r í.\( j" : '(' : :',
GG CC '(,CI:\C; 'rTCiAT;\¡\'I'CAT( 'GG CCiTI':\:\GC(i'! 'GA T r A AAGT:\t\TTA(; :\,\;\C " I':\
GC,( :C'C(j:\ G I'I'(i ATAATCA'I'CGG( '(iT'1:\:\GCGTG ;\ ' I ~ r~\ ;\ ;\G rAAI T A(I "\ ;\1\CI :\

(¡', ':' .\1 \Ie \i\;(, : 1 \ ',l)( ¡;f'(r/\¡I,\¡ IV.! \ \j; .11"'\' ,.\

:- ( j(;('( 'C<iM , ITCi AT:\:\ TC:\TCCiGC\ ji '! :\ Al iCGT CiA IT ;\;\ACi'lA :\1TAG;\ /\¡\C I ;\
( ( (,: -, , "l l í 1'\ 1. \ ti. l 1.-\ ¡ ( (,1,' . " '. ( i \ i.l(, \ I ,:\ :\ ( I • \ I 1 ,\ :

1 ! ,.
I ND!V /f) ( '( )
1',1., ,.

IND IVIDCO 2
INDI VIDl :()

INDIVl DUO 7 GGCCCGAGTTGATAATCA TCGGCGTTAAGCGTGATTAAAGTAATTAGAAACTA
I,\Pl\'I! \{ () (., J' ( njA( ,'1 1CiA 1:\ A Te,\!( (ie;( .~' r I \\( ¡('(,l'ejAl l ;\:\ '\(, 1\ \ I : \(:, \ ('1 ·\
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AYII5132 GGAITAAAITAATGCITAGCAGTITTATGCTTGCTAITAAGAAATACACAAACG
INDIVIDUO I GGATTAA.t\TTA..J\TGCTTAGCAGTTTTATGCTTGCTAT1'AAGAAATACACAAACG
INDIVIDUO 2 GGATTAAATTAA1'GCITAGCAGTTTTATGC1'1'GCTATTAAGAAATACACAAACG
INDIVIDUO 3 GGATTAAATrAATGCTTAGCAGTTTTATGCTTGCTATTAAGAAATACACAAACG
INDrVIDUO 4 GGA1'1'AAA TT:\A TGCTTAGC\ GTTT1':\ TGCTTGC1'AT1':\AGAA;\TACACA A:\ CG
INDIVIDUO 5 GGATTAAAT r AATGCTLt\GCAGTTTTATGCTTGCTATTAAGAAATACACAAACG
INDJVID l iO 6 GGATl'AAATTAArGCTTAO( 'AGTTTTATGCrrGCTATT:\AGAAATACACAAACG
INDIVIDUO 7 GGAITAAAITA ATGCITAGCAGTTTTATGCITGCTAITAAGAAATACAC AAACG
IND I VI DUO ::1 GGATTA r\ATTAATGCTTAGCAGTlTT:\TGCTTGCTATT:\AGAA1\ TACACA:\ACG

AYII5132 AAAGITATCCTATATACATATACTTGAATACACGACAGCTAGGAAGACAAACT
IN DIV II)UO I AA AGTrATCCTA'I'AT ACATATACTTGAATAC ACCiACAGCTAGG AACiACAAACT
INDIVIDUO 2 AAAGTTATCCTATATACATATACITGAATACACCiACAGCTAGGAAGACAAACT
INDIVIDUO 3 AAAGTTA1'CCTATATAC ATATACITGAATACACGACAGCTAGGA AGACAAACT
I N D IV I I ) l) ( ) 4 AA AGTI'AT CC I'A T A T:\CATA I ACrrGA:\ T ACACGA CAGCT AG GAAGACAAAcr
IN D1VIDUO :. ;\AAG'ITATCCTATATACATA'l'ACITGAATACACCiACAGCTAGGAAGACAAACT
11\D I VII)( l } ( ) ,,\ AAUITATCC:'1 ..\ 1';\'1':\ (.:\ 1,\'1 ,\ C rT <I:\ A T:\ C':\ C< j:\( ' :\ ( j( ' 1:\ (;( ; ..\ ..\( i.v ' :\ :\ :\' '' !

INDIVIDUO 7 AAAGTTATCCTATATACATATACTTGAATACA CGA CAGCTAGGAAGACAAACT
I ~( )i\ " i , ,1 ,,; \ :\ ,\ (i l ' i ¡\ 'I( :CIAI :\ ! ,\{ '..\I:\! ,\ ( ' ¡ T( i:\ :\ 1 \ (' :\ ( '( j ,\I ';\ (;( '1:\( ,C, :\ \ (i \ ( '.'\ .:\ ,\( ' 1

GGGATTAGATACCCCACTATGCCTAGCCGTAAACAATTAACTTACACCCATCAG
( l(.( ..-\ J T:V J:\ r¡\C( '( 'C:\ (" I Y r Cj ( '("1':\ ( ,c e ( ;'r:\ :\ ,\ ( '.\;\ '1' 1',.'\ :\('1"1' :\ (' ,\ C'e( ,:\ re '\ (;
( ;( ;( ; :\ TTA GATACCCCA C I ATCiCCT:\GCCCiT :\A;\( ';\ ATT;\AC IT ACACCC:\Te ',/\( i
( ie;C,:\ 'IT:\G:\T;\(,( '( 'C :\ CT ;\ T CiCCT:\ G( :O iT:\AAC:\ ;\TI A ;\CTI :\( 'A ce '(::\ l'( 'M i

AY 115132
1\, l l j \ I i> I '(l ¡

INDIV ID(;( ) 2
I:\ I>IV ID[ '( ) 3
, ,1 '. • I I \ ~, ' l:\ (', '1 " ! I : \1.,' . .1:; • ., ; \ ...\ r : , \' \ \ "

1\.,' 1)1V II )( '() ." ( i \.)( i:\TT:\\..i:\ I : \ c n 'C':\ e l A l Cin "1:\ ( ;eo ;', ;\ ;\ ¡\( 'A A IT '\ :\( "1'1';\( ':\ ( 'CC :\ j ( ' ; \ (i

I • • j .... \ l. \ i \1 1 ,! :: '. \\ ,,1 .... ,'.. \ ,~ \ . ( I t •.

INDI VIDl :O 7 GGCjATTAGATACCCCACTATC;CCTAGCCGTAAAC AATTAACTTACACCCATCAG.,
l ,1 .\ j ~ \¡,., "i. ·'..( \. ' ( l '\ 1 \ : • • ' \. 1_ { " l',' ', '. '. '..! I ,\~ i I \ \f; l. ',,'

A Y 115132 CGCCAGGGAACTACGAGCAATGCTTAAAACCCAAAGGATTTGACGGTGTCCCA
l \j 1j \ ' ;", ' i: l '1 ,( ; !\( j ( l ( ;, \¡\(' I, \ ('(' \ ( ,( ,\ ... 1(" 1'1:\:\, \,\('(' ('; '\ -. , ,( ..\; ¡ 'I ( i :\ l l ¡(, i ( , 1(1' \ :\

1:\ DI V II )[,() :2 ( :( i('( 'A ( i(j(iA;\CTM :(j A GCA:\ re ;CT T A:\A;\C( 'C \ A A (jG:\ T T T<iM :Cj( iT(jT( '( 'C A
1'" () ¡V I!){ () ( (;ce ::\ ( je;< j:\AC I'A('( j¡\Ci CA¡\ '1 ( je IT/\ :\:\ :\CCC::\ :\:\ ( i ( i ,\' 1'1"1 ( j¡\('(I( j'l (iTe e C;\

l"';¡ ) i \ ' 1i ; 1 \Í " « i\. L\l j <i ( iA A( T Ace j ¡\ ( ie 1\ :\ '1'< i l ' I IA ,\ A Al'\. 'C:\:\ A( iG A IT I( ir\ Cl i{ ; I ( j I ('( :C:\
, ., ,/ ¡ • . \ . '. \ 1 1 ¡ ,; \ \ (,( , i -\, \ \ l " • \ i' I! ( (1 • 1 l' " '. '

1ND1V I DUO 7 CGCCAG GGAAC TA CGAGCAATGCTTAAAACCCAAAGGATTTGACGGTGTCCCA
l l (;',:,1\'!'\\( ,.·.\·~~r\ ' : ', .. 1,. ll ·\·~\\ ( t ·" \ ·\ ~ 'I . \ ! l l ;."f~{;!f.JI ¡'{

A Y 11 5132 CCCAACTAGAGGAGCCTGTTCTTTAATCGATGATCCCCGCTACACCTGACCATT
1 [,,', ,;1 i , ' ('( :\,\\'1', \1 ., ( '( 1:\ ( ' « '1(.1 '[( '1'1 L\;\ !'C( i: \i'(, iA J'( ({ (",e !; C;\CCf(;,\('('¡\ r :

11\1>1 VII >L() :2 ( 'CC :,\ACTACi¡\Cj( jAGCC :TGTTCTTl ;\ ¡\T CG:\ T GA T CCCC( ;( 'T AC A CCT GA CCA T T
IN 1)1 V I Il l ;( ) ' ~ ('('C:\ ;\CTA Ci¿\( j( i :\ CiCCT CjTT< 'TTT A ¡\T CG:\ T CjA T ( :e< '('( ,C'I ACACCTCiACCAT T

( , 1 .' • \ 1 \. • ' r' •

1. 'DIVilll i ( ) " l. ( C:\;\CL \ Cj :\( j ( ¡:\Cí C<:T( i'I re'!'T! ;\I\TCCj:\TCjATCCC ( '(,C' rAC;\C'( T CiACC¡\TT
, , , I

INDIV IDl JO 7 CCCAACTAGAGGAGCCTGTTCTTTA ATCGATGATCCCCGCTACACCTGACCATT
:-:1)' ( ,\\C l,\(i\(,(;\(¡(l ;'(!1J("lri:\,\lC\ .,\'ICl'\I\',,«('(I, ¡\,'\C',',' i(¡;\t,I.,\!'j

s O' J

JJO~' AL
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AY1151 32 TCTTGCTCATCAGTCTGTATACCTCCGTCGAAAGCTTACCATGTGAACGTCCTC
IN[)[VII)l)O I 'I'C I"I'GC I'CA'r CAGTC'I'GTA' r ACC'I'CC<T I'C GAAAGe' l" r ACCA'I'G'1'GAACG'rCC I'C
INDIVIDUO :2 TCTfGCTCATCAGTCTGTATACCTCCGTCGAAAGCTTACCATGTGAACGTCCTC
INDIVI DUO 3 TCTfGCTCATCAGTCTGTATACCTCCGTCGAAAGCTrACCATGTGAACGTCCTC
INO IVrDI JO -l 'r C I"rGCTCATCACi'rC lf ;TA'I'ACC I'CCC'rCCAAAGCT'!':\CC::\'1'GTCiAACCrCC'I'C
INDIVID UO 5 'I 'CTr GCTCATCAGTcrGTATACCTCCGTCG AA AGCT r ACCATG TGA ACGTCCTC
T1 ro1VIDUO 6 TCTT GCTCATC:\CiTCTGT:\TACCTCCCiTCGA A A(jCTTACC:\ TGTCi :\ :\ CCiTCCTC
INDIVI DUO 7 TCITGCTCATCAGTCTGTATACCTCCGTCGAAAGCTTACCATGTGAACGTCCTC
IND IV TDUO 8 TCTTGCTCATC:\GTCTGT:\TACCTC'CCiTCGAA AGCífACCATGTG:\l\CGCCCTC

A Y115132 AGTAGGCTCAATGATCTATAACACATCAACACGTCAGGTCAAGGTGCAACTTA
INDI VIDUO I A GTAGGCTCAA TGATCTA TA1\C1\(; I\ TCAACACGTCAGGTCAAGGTGCAACTTA
INDIVIDUO :2 AGTAGGCTCAATGATCTATAACACATCAACACGTCAGGTCAAGGTGCAACTrA
INDIViDUO 3 A GTAGGCTCAATGATCTATAAC ACATCA ACACGTCAGGTCAAGG TGCAACTf A
INI)IVII )UO ..¡ ;\ G r AGGCTCA A"I'GA TCT A'I'A ACACA' I'CAf\ CACG I'CAGGTC A AGG I GCA,<\ CTI'A
INDI VI DUO 5 AGTAGGCTCAATGATCTATAACACATCAACACGTCAGG TCAAGGTGCAACnA
l0:l )I V II)LiO (, AG 'I A GGCTCAATUATCTA' IAACACA'I 'CAACACGTCAGGTCAMiCi'l'(iCAACTTA
INDIVIDUO 7 AGTAGGCTCAATGATCT ATAACACATCAACACGTCAGGTCAAGGTGCAACTTA
l ' 'DI \' l! ¡I () ~~ ( iT: \ Ci( iC ! C:\ :\ '1'( i.-\ 1CI:\'I :\:\( ':\ C :\ 1'(";\ ;\(':\('(,'1<::\ C.G'I C'.:\ .,\(,( , 1'< jC:\:\C' l ! ".

A Y I 15132 AGAAATGGGAAGTAATTGGCTACAATITCTAATCTAGAACAAACGAAAGGCTA
I '\ D I \ i!){ () I .'\ ( ,;\ :\ .:, r< ,l it ,Ar\( i'l :\".T T ( ,( .c:1:\('A;\TTI'("!'A f\TCTA(; :\ :\C:\ :\ACC,:\ ;\ ;\ ( iC('I:\

INI) !VII)l f( ) ') i\GAAATGGGi\:\GT,\ATT(iGCTACAATT TCTAATCTAGAACAAACCiAAA(;GCT.'\
IN1)IV ]I) {.o , A( ,;\ A:\ 'I' ( i( iGANiT A ATTCieiC:TACAATIT CTAATCT A (;,\:\C:\AACC ¡Ai\;\(¡C;eT..\

I 'J , '. , l ' . l{ . ¡ \ . '\ ' 1 : 1.. • f \.\ jI. \'. ,\.\' \. 1 \. 11 ,1 ,(

IN 1> 1\ 'j i l (.( ) ) .\< ;,\ :\ \ H i( i( i;\¡\( i l :\.\ T I G( ;C'I ;\ C:\;\ 'I" I TCf':\ :\ T CT;\( i :\ :\ ( >\ :\:\ ('( i :\,'. ; \ (j (jCT:\

I : I ; ) "'. \:\f}\ :' ,,\ 1 . \I ¡ t ,I. { 1 \' ·\, \ i !:('·¡,\:\j , :."I\. \l.. \\ "¡ ,,\.:, ~ l.

1 ;I) IV II ) [ .O 7 AGAAATGGGAAGTA ATTGGCTACA ATITCTAATCTAGAAC AAACGAA AGGCT!\

A Y 1151 32 TGTGAAACCATAGCAGCGAAGGTGGATITAGTAGTAAAAAGAAAACAGAG

1N 1) 1VII) I :( ) 21 ( j 'l ( i ..\A:\( 'l A I'A(¡C :N iC(j¡\¡\( i ( ¡TeieiAI T 1'A (iTA( iTi\A ..\A:\( j;\A ¡\:\CA G:\( i n i'l
1N \) {V11)1 t) 1( iT( ,:\!\ !\c< ' ,,\ 1:\ ( ¡C¡\( iCC j¡\ :\c ¡( ¡T(j( JA T IT A ( iT:V 'T /\ :\:\ :\ !\(iA;\:\ ..\ <::\ ( ¡Ni f'( j 1

" 1 ,1 I ¡ ~ , : J t... 1 ; . ~ I ¡ .: . ( ; \ ~ :

i . 1'1 \ i1)[ () 1( i 1( J: '. .v.« '(',\ i ;\ ( iC',\< I( '( j : \ . \ ( ,( i n ¡( iA r i 1';\ ( iT,-\í i 1';\ :\ :\:\ \ ( ' :\ '\ :\ ' \ ( ::\( ,:Vi ! ( ; j

I • 1 , l .' i 1 : ; \\. l I t r : ' . \ '\

INDI VI DUO 7 T GTGAAACCATAGCAGCGAAGGTGGATTTAGTAGTAAAAAGAAAACAGAGTGT
!",'¡¡" :, '1' :1".\ ,\\(( ~. : '(",' .. .( ( '. ·,( ,~ ;' ( , li.\: 11 !:\(,' I· 1"",\,\ ",\'\'1 ,'.\,' ( ' ( j.\: ;' 1(

:NL> \ ID ,:', ' ¡ CnTl r A,~CCCGG~~ TCjGGG/\fGCGI ¡:.\CACA

INDIVIDUO 2 TC TTT TTAACCCG

INDI VIDUO 3 TCTTTTTAACCCGGCTCTGGGATGCGTACAC A
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