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RESUMEN

En las Ultimas décadas las poblaciones de anfibios se han reducido dramaticamente a nivel mundial
debido a diversas causas, dentro de las principales se encuentran la destruccion y perturbacion de su
habitat y las enfermedades emergentes ocasionadas por micro y macroparasitos (hongos, virus,
helmintos, etc). Sin embargo, los procesos ecoldgicos que intervienen en las infecciones de los
distintos parasitos en los anfibios son poco entendidos. De este modo, para profundizar en dicho
conocimiento, se estudiaron los factores intrinsecos y extrinsecos asociados a las relaciones parasito-
hospedero. Dentro de los intrinsecos se consideraron las caracteristicas morfoldgicas del hospedero,
debido a que diversos autores mencionan que, un gran tamafio y peso facilitan que el hospedero sea
méas propenso a ser infectado. Los factores bidticos y abidticos del hébitat se consideraron como
extrinsecos. Diversas investigaciones sustentan que variables como la temperatura o humedad
ambiental influyen en las infecciones. Otros autores mencionan que la pérdida de hébitat o el cambio
de uso de suelo es lo que impacta en las relaciones parésito y hospedero y en sus infecciones. Por lo
anterior, el objetivo en esta tesis fue determinar diversos factores intrinsecos y extrinsecos implicados
en las asociaciones parasito-hospedero en anfibios mexicanos. Esta investigacion se presenta en tres
capitulos, en el primero se analizd la diversidad de acaros, provenientes de tres especies de anfibios
recolectados en la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas, se estudié la asociacion entre la presencia de
paréasitos con las caracteristicas morfoldgicas de los hospederos. Los resultados mostraron que no
existid una relacion significativa entre los niveles de infestacion de los parésitos y las variables
morfoldgicas de los hospederos. En el segundo capitulo se registraron distintas variables bidticas y
abidticas en los sitios de muestreo y con ello se analizé el efecto de dichas variables en la ocurrencia
de parasitos (4caros, un hongo y un virus) en anfibios de tres arroyos dentro de la Reserva de la
Biosfera Chamela. Se reportd por vez primera al acaro Hannemania hylae y al hongo
Batrachochytrium dendrobatidis parasitando a 7Tlalocohyla smithii. Se encontréd que las variables del
ambiente mas relacionadas a la presencia de los acaros fueron diferentes a las del hongo. No
detectamos individuos positivos a la presencia de Ranavirus. Sin embargo, esta investigacion es la
primera en analizar la presencia-ausencia de Ranavirus en anfibios de vida libre en México. En el tercer

capitulo se realizd un meta-anélisis de parésitos registrados en anfibios de vida libre y mediante

analisis ecoldgicos y estadisticos se evidencid que existen asociaciones muy especificas entre parasitos
y hospederos y entre las especies de parasitos. Este estudio demostrd que la antropizacion del habitat
influyd en la diversidad, presencia y en las asociaciones entre las especies de parasitos y hospederos.
En conjunto, esta tesis analiza los factores intrinsecos y extrinsecos asociados a las infecciones de los
distintos parasitos en los anfibios, lo cual es de vital importancia ya que nos permite conocer y
entender mejor los procesos involucrados en las infecciones parasitarias en anfibios mexicanos, lo cual

puede repercutir en su salud y conservacion.

Palabras clave: macroparésitos, microparasitos, enfermedades emergentes, acaros, medioambiente,

co-ocurrencia.



ABSTRACT

In recent decades, amphibian populations have been dramatically reduced worldwide due to various
causes, among them are the destruction and disturbance of their habitat and the emerging diseases
caused by micro and macroparasites (fungi, viruses, helminths, etc). However, the ecological processes
that participate in the infections of the different parasites in amphibians are poorly understood. To
deepen this knowledge, the intrinsic and extrinsic factors associated with the parasite-host relationships
were studied. Among the intrinsic ones, the morphological characteristics of the host were considered,
because several authors mention that a large size and weight make it easier for the host to be infected.
The biotic and abiotic factors present in the habitat were considered as extrinsic. Various investigations
support that variables such as temperature or humidity influence on infections. Other authors mention
that the loss of habitat or the change of land use is what impacts on parasite and host relationships
and their infections. The aim of this work was to determine the different intrinsic and extrinsic factors
involved in the parasite-host associations in some Mexican amphibians. This research is presented in
three chapters, the first one, we analyzed the diversity of mites from three amphibian species collected
in the Los Tuxtlas Biosphere Reserve, we studied the association between the presence of parasites
with the morphological characteristics of the hosts. The results showed that there was no significant
relationship between the infestation levels of the parasites and the morphological variables of the
hosts. In the second chapter, different biotic and abiotic factors were recorded in the sampling sites to
analyze the effect of these variables on the occurrence of parasites (mites, a fungus and a virus) in
amphibians of three streams within the Chamela Biosphere Reserve. As a result, we reported for the
first time the record that the Hannemania hylae mite and the fungus Batrachochytrium dendrobatidis
were parasitizing 7/alocohyla smithii. It was found that the environmental factors most related to the
presence of mites were different from those of the fungus, and for the presence of Ranaviruses we did
not detect positive individual’ s records. However, this research is the first to analyze the presence-
absence of Ranaviruses in free-living amphibians in Mexico. In chapter three, a meta-analysis of
parasites registered in free-living amphibians was carried out and through ecological and statistical
analyzes, results show that there is evidence of a specific association between parasites and hosts and
between parasite species. This study showed that anthropization influences the diversity, presence and
associations between parasite and host species. As a whole, this thesis analyzes both the intrinsic and
extrinsic factors associated with the infection of different parasites in amphibians, information that is of
vital importance since it will allow us to have a better knowledge and understanding of the processes
involved in infections by parasites in Mexican amphibians, which may have a strong impact on their

health and conservation.

Keywords: macroparasites, microparasites, emergent diseases, mites, environment, co-occurrence.



INTRODUCCION

La importancia de los parasitos radica en que tienen un gran impacto tanto a nivel individual
como en el ecosistema. A nivel individual los parésitos causan un efecto en el comportamiento
de su hospedero, en su fisiologia, en los requerimientos energéticos, en el estatus nutricional y en
la habilidad para desarrollar sus funciones bioldgicas. A nivel poblacional los parasitos influyen en
las historias de vida de sus hospederos al aumentar su mortalidad, fecundidad y natalidad entre
otros. A nivel de comunidad los parasitos influyen en las dinamicas poblacionales entre los
depredadores y sus presas causando un efecto a nivel estructural. En los ecosistemas, los
paréasitos influyen en los ciclos biogeoquimicos, en la produccion de biomasa a través del flujo de
materia y energia, intervienen en las dinamicas de estabilidad, disturbio y sucesion (Eviner y
Likens, 2010; Johnson et al., 2010; Kuris et al., 2008; Preston et al., 2016).

Muchas de las investigaciones que existen sobre parasitos se han enfocado en analizar diferentes
aspectos involucrados en la relacion parasito-hospedero. El presente estudio considerd las
caracteristicas propias del parasito u hospedero como los factores intrinsecos asociados a dicha
relacion. Ejemplos de lo anterior, se presentan en estudios en los que mencionan que las
caracteristicas morfolégicas del hospedero como un gran tamafio y peso promueven que un
hospedero sea mas susceptible a la infeccion por los parasitos (Bensch et al., 2000; Brooks y
Hoberg, 2007; Little et al., 2006).

Dentro de los factores extrinsecos se consideraron las variables bidticas y abidticas presentes en
el habitat, algunos autores sustentan que los paréasitos estan condicionados por las variables
bidticas y abidticas donde se desarrollan, especialmente por algunas variables muy especificas,
como la temperatura, humedad y la diversidad de hospederos (Hechinger y Lafferty, 2005; Hein
et al., 2014; Wenger et al., 2011).

Otras investigaciones mencionan que un conjunto de condiciones bidticas y abidticas como la
pérdida o cambio de uso de suelo es lo que influye en la presencia y en la transmision de las
especies de parasitos, asi como en las interacciones que se presenten entre hospedero-parasito
(Bradley y Altizer, 2007; Koprivnikar y Redfern, 2012; Lafferty y Holt 2003; Rohr et al., 2011).

Marcogliese et al. (2009) mencionan que en sitios antropizados la riqueza de parasitos disminuyo
en comparacion con sitios conservados. Por su parte Lagrue et al. (2018) encontraron que la
abundancia de paréasitos fue mayor en ambientes antropizados que en no antropizados.
Koprivnikar y Redfern (2012) también mencionan que el paisaje puede tener un fuerte efecto de



forma directa sobre los hospederos anfibios y de forma indirecta al influir en los hospederos

intermediarios o en la transmision de sus parasitos.

A pesar de lo que actualmente se conoce, aln existen muchas incognitas acerca de las relaciones
parasito-hospedero. Por lo anterior y con la intencion de generar mayor conocimiento en este
contexto, el objetivo general en esta tesis es determinar factores intrinsecos y extrinsecos
implicados en las asociaciones parasito-hospedero en anfibios mexicanos. Para la realizacion del
objetivo general se plantearon las siguientes hipotesis que se abordaron como capitulos 1. Las
caracteristicas morfolégicas del hospedero (gran tamafio y peso) lo hacen mas susceptible a la
infeccion por parasitos 2. Los factores bioticos y abidticos del habitat estan asociados a la
presencia y a la relacion que existe entre micro y macro parasitos en anfibios 3. La relacion entre
parasito-hospedero y parasito-parasito en las comunidades de parasitos en anfibios mexicanos
es aleatoria y finalmente la antropizacion del ambiente influye en la presencia y asociacion entre

las especies de parasitos en anfibios mexicanos.

El presente estudio se enfocd en un grupo de vertebrados “anfibios anuros” . Principalmente
porque este grupo ocupa el segundo lugar a nivel mundial en especies en peligro de extincion,
cabe mencionar que una de las razones por las que este grupo esta en riesgo es por
enfermedades infecciosas emergentes causadas por microparasitos como el hongo
Batrachoquitrium dendrobatidis y virus pertenecientes al género Ranavirus. En el caso de los
macroparasitos como helmintos y acaros se han registrado estrechamente asociados a la biclogia
de su hospedero sin causar dafio. Sin embargo, también existen especies que se han registrado
causando patologias en su hospedero de las cuales poco se conoce (IUCN, 2017; Koprivnikar et
al., 2012; Lips et al., 2005; Ochoa-Ochoa et al., 2009; Schloegel et al., 2009; Young et al., 2001).
Otra de las razones por las que este grupo se encuentra en riesgo es por la pérdida y cambio de
uso de suelo de su habitat (Parra-Olea et al., 2005). La importancia de los anfibios mexicanos
también se debe a la riqueza y endemismos que tenemos a nivel nacional, si sus poblaciones
siguieran disminuyendo serfa imposible reemplazar a esas especies y a sus importantes funciones
en el ecosistema ya que tienen la capacidad de transportar nutrientes de ecosistemas acuaticos a
terrestres, son controladores de plagas y son considerados indicadores del ecosistema; al ser

altamente sensibles cuando se presentan cambios en las condiciones medioambientales.

Para responder a las hipotesis de la presente investigacion, se realizaron analisis ecoldgicos y
taxonémicos de acaros en anfibios, registros de campo de variables bidticas y abidticas presentes
en todos los sitios de captura de los individuos analizados parasitolégicamente, se elabord un
meta-analisis de parasitos infestando a anfibios en diferentes estados y se realizaron analisis
estadisticos. Los sitios de estudio fueron: La Reserva de la Biosfera Chamela Cuixmala Jalisco, el

centro del pueblo Emiliano Zapata, Jalisco, La Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas y el centro del
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pueblo Los Tuxtlas, Veracruz. Dichas zonas son representativas de la gran diversidad vy

endemismo de especies de anfibios que existen en el pais.

Con la finalidad de analizar las caracteristicas morfoldgicas del hospedero con sus niveles de
infestacion y para contribuir al conocimiento de las especies de acaros que se encuentran
infectando a los anfibios en esa region, en el primer capitulo se analizo la diversidad de acaros
endoparasitos provenientes de tres especies de anfibios recolectados en la Reserva de la Biosfera
Los Tuxtlas Veracruz y se realizaron analisis estadisticos para conocer si existia una relacion entre

las caracteristicas morfolégicas del hospedero con sus niveles de infestacion.

Con la intencion de determinar las variables bidticas y abidticas asociadas a la presencia de cada
paréasito encontrado (acaros, el hongo Batrachochytrium dendrobatidis y el virus Ranavirus) y a la
relacion que existe entre ellos. En el segundo capitulo se registraron las variables biéticas y
abidticas en los sitios de muestreo y con ello se analizd el efecto de las variables bidticas y
abidticas en la ocurrencia de paréasitos en anfibios de tres arroyos dentro de la Estacion de
Biologia Chamela Cuixmala Jalisco, también se realizd un analisis estadistico para conocer sf

existia una relacion entre los macro y micro parasitos presentes.

Para conocer las asociaciones que se presentan entre parasito y hospedero y entre las especies
de parasitos y para conocer el efecto de la antropizacion del ambiente en la co-ocurrencia y
asociacion entre las especies de parasitos, en el tercer capitulo se realizd6 un meta-analisis de
parasitos registrados en anfibios de vida libre (se incluyeron registros de los capitulos 1y 2) con
un total de 1450 registros mediante el estudio de la ecologia de comunidades, se llevaron a cabo
analisis a diferentes escalas tanto a nivel regional como a nivel local y se realizaron anélisis acerca

de la presencia y asociacion entre las especies de parasitos en sitios conservados y antropizados.

En conjunto, esta tesis analiza los factores intrinsecos y extrinsecos asociados a las infecciones de
los distintos parasitos en los anfibios, lo cual es de vital importancia ya que nos ayuda a conocer y
entender mejor los procesos involucrados en las infecciones parasitarias en anfibios mexicanos lo

cual puede repercutir en su salud y conservacion.
El presente trabajo aporta informacion relevante respecto a:
-La diversidad de microparasitos y macroparasitos que infestan a los anfibios mexicanos.

-Demostrd que las caracteristicas morfolégicas del hospedero analizadas (tamafio y peso) no

estuvieron asociadas a los niveles de infestacion por parasitos (acaros del género Hannemania)

-Contribuyé con informacion taxonémica de acaros endoparéasitos del género Hannemania que

infestan a los anfibios.



- Reportdé por vez primera al acaro Hannemania hylae y al hongo Batrachochytrium

dendrobatidis parasitando a Tlalocohyla smithii.

- Demostro que las variables del ambiente mas relacionadas a la presencia de los acaros fueron
la temperatura méaxima del ambiente y la cobertura vegetal y se comprobd que las variables del
ambiente inversamente asociadas a la presencia del hongo fueron la temperatura maxima del

ambiente y la cantidad de agua en el arroyo.

- Esta investigacion es la primera en analizar la presencia-ausencia de Ranavirus en anfibios de

vida libre en México.

- El presente estudio evidencid que existen asociaciones muy especificas entre parasitos y

hospederos y entre las especies de parasitos en anfibios mexicanos.

- Demostrd que la antropizacion del héabitat influye en la diversidad, presencia y en las
asociaciones que se presentan entre las especies de parasitos y hospederos en anfibios

mexicanos.
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REVISION DE LITERATURA

1. Causas asociadas a las declinaciones en anfibios a nivel mundial

Los anfibios son uno de los grupos de organismos mas antiguos, evidencia molecular sugiere que
aparecieron en la tierra hace 330 millones de afios y sus origenes geograficos potenciales son
Africa e India para ranas y sapos y el este de Asia para salamandras y cecilias (Zhang Zhou et al,,
2005). Los anfibios estan divididos en tres ordenes Anura, Caudata y Gymnophiona. Son
organismos que tienen caracteristicas muy particulares entre las que destacan: transportar
nutrientes de ecosistemas acuaticos a terrestres, ser controladores de plagas y formar parte de
las cadenas troficas de muchas especies por consumir y ser consumidos (Frost, 2018, Blaustein y
Wake, 1995, Tattersall y Ultsch, 2008, Whittaker et al., 2013).

Por sus caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas han sido considerados indicadores del
ecosistema. Los anfibios tienen la particularidad de presentar una gran variedad de tipos de
reproduccion (Frost, 2018), son organismos ectotermos, lo que hace que su metabolismo
dependa de la temperatura del medio ambiente, son organismos que tienen una piel permeable
por medio de la cual llevan a cabo su intercambio gaseoso. Debido a lo anterior, la humedad del
medio ambiente es importante para ellos y por ello es por lo que se resguardan de la radiacion
del sol por perfodos prolongados. Atribuido a la permeabilidad de su piel, toxicos que tengan
contacto con ellos ya sea en el agua, en el sustrato o cambios en la calidad del agua, asi como
cambios en las condiciones ambientales pueden llegar a causarles mortalidad (Blaustein y Wake,
1995, Tattersall y Ultsch, 2008).

A partir de la década de 1980 algunos investigadores empezaron a reportar declinaciones de
anfibios en diferentes paises y fue por ello que la comunidad cientifica empezé a prestar especial
atencion a las poblaciones de anfibios de todo el mundo y en el afio 1989 se realizd el Primer
Congreso Mundial de Herpetologia, en el que diversos investigadores intercambiaron informes
acerca de la disminucién de las poblaciones de anfibios especialmente en el Neotrépico (Pounds
et al,, 1997, Lips, 1998, Lips, 1999), en Estados Unidos (Stebbins y Cohen, 1995) y en Australia
(Richards et al.,, 1994, Laurance et al., 1996, Collins et al., 2003). En 1990 los cientificos identificaron
tres indicadores de la extincion masiva de anfibios en el mundo: primero porque cada vez habia
mas reportes acerca de sus declinaciones, segundo porque esas declinaciones parecian estar
ocurriendo en diferentes sitios geogréaficos al mismo tiempo y tercero porgue los esfuerzos para
conservar a las poblaciones en areas protegidas no estaban resultando puesto que en esos sitios

también se estaban reportando declinaciones (Collins et al., 2003). Con la intension de encontrar



las causas asociadas a dichas declinaciones, investigadores de todo el mundo empezaron a

realizar un mayor numero de estudios acerca de ello.

Figura 1. Causas asociadas al declive de las poblaciones de anfibios a nivel mundial

Algunos autores mencionan que las causas asociadas al declive de los anfibios son mas de unay
que actuan de forma sinérgica, un ejemplo de ello son las condiciones ambientales como la
exposicion a la radiacion UV-B y a un bajo pH (Long et al., 1995). Dichos factores por separado
no causaron efecto, sin embargo, en conjunto aumentaron la probabilidad de mortalidad

embrionaria en Lithobates pipiens (Alford y Richards, 1999).

Otra de las principales causas es la introduccion de especies exdticas, un ejemplo de ello es el
Axolote mexicano (Ambystoma mexicanurm), una especie de salamandra micro endémica del
lago de Xochimilco en México. A partir de los afios 1900 fueron introducidas dos especies
exoticas de pez, una de ellas es una carpa (Cyprinus carpio) y una tilapia (Oreochromis niloticus).
Las dos especies introducidas llegaron a competir con el Axolote mexicano por el alimento y
como consecuencia de ello y de otras perturbaciones en su habitat se redujeron sus poblaciones
hasta el punto de encontrarse en la categoria de criticamente amenazada (Zambrano et al., 2010,
IUCN, 2016). Otro ejemplo de ello se presentd con la Rana muscosa, al competir con un pez
exatico, sus poblaciones empezaron a disminuir (Knapp et al., 2001, Carey et al., 2003, Collins et
al., 2003). Las especies introducidas a otros habitats puedan transmitir patdgenos a especies

nativas. Un ejemplo de lo anterior ocurre con la especie Xenopus /laevis la cual es altamente
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distribuida en todo el mundo por el uso que tiene en la investigacion y por su venta al publico
como mascota. Actualmente se conoce que esta especie puede llegar a ser resistente a la
Chytridiomycosis teniendo la posibilidad de transportar al patdgeno a muchos paises (Whittaker
et al., 2013).

El aumento en el uso de pesticidas u otros compuestos quimicos también se han considerado
otras causas de las declinaciones en las poblaciones de anfibios. Hayes et al,, (2010) mencionan
que los herbicidas, insecticidas y fertilizantes usados para la agricultura, causan un fuerte impacto
en los anfibios especialmente en su estadio acuatico. Otras investigaciones mencionan que los
toxicos en el ambiente pueden llegar a disminuir la reproduccion y la tasa de crecimiento; y a
aumentar la susceptibilidad a enfermedades por inmunosupresion (Carey y Bryant, 1995, Alford y
Richards, 1999).

Otra causa atribuida a las declinaciones en anfibios es el comercio ilegal de especies, lo que ha
provocado que muchas especies sean extraidas de su habitat natural (Schloegel et al., 2009,
Gratwicke et al., 2010).

Otra causa es la fragmentacion, pérdida de habitat y el cambio de uso de suelo. Gardne (2007),
menciona que las causas de la reduccion en la biodiversidad de la tierra se deben a los impactos
en el medio ambiente atribuido a las actividades antropogénicas. En Ontario, Canada la
deforestacion y el cambio de uso de suelo en la década de 1800, termind con la mayor parte del
habitat de anfibios de la regién y tuvo como consecuencia una disminucion de la diversidad y
abundancia de especies de anfibios (Hecnar, 1997; Hecnar y M'Closkey, 1996). Collins y Stofer
(2003) mencionan que el cambio en el uso de la tierra puede causar la extincion local y
eventualmente regional de las poblaciones de anfibios atribuido a la pérdida de habitat y a la

incapacidad para llegar a sus sitios de reproduccion.

Otra causa son las enfermedades emergentes. El principal patégeno responsable de una de las
declinaciones mas grandes en la historia es el hongo Batrachochytrium dendrobatidis el cual se
conoce que ha causado extinciones masivas en al menos 200 especies de anfibios en sitios
perturbados y no perturbados en todo el mundo (Whittaker et al., 2013). Investigadores sugieren
que Xenopus laevis puede llegar a ser portador de este hongo y que en sitios a donde sea
introducido puede llegar a dispersar el hongo. Otra enfermedad emergente ha sido causada por
un virus perteneciente a la familia Iridoviridae, el cual también ha causado dramaticas
declinaciones en anfibios de todo el mundo afectando a poblaciones tanto en vida libre como en

cautiverio (Daszak et al., 1999).
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Otro agente que también ha contribuido a las declinaciones de anfibios es una bacteria gram
negativa llamada Aeromonas hydrophila la cual causé la enfermedad llamada  “patas rojas” la
cual afectd en 1981 a las larvas de la especie Rana sylvatica (Lithobates sylvaticus) que habitaban
en California y Rhode Island (Nyman, 1986). Esa misma bacteria causo la extincion local de la

especie Rana muscosa en California (Bradford, 1991, Alford y Richards, 1999).

Otros patdgenos que han afectado a las poblaciones de anfibios son cuatro géneros de
trematodos a los cuales se les han atribuido deformidades en las extremidades de anfibios: uno
llamado Saprolegnia sp. que ha reportado infectando a la rana arboricola del Pacifico (Pseudacris
regilla) (Alford y Richards, 1999) y otros llamados Ribeiroia, Echinostoma'y Echinoparyphium los

cuales han sido reportados en muchas especies de anfibios (Johnson y Sutherland, 2003).

Por lo anterior, es importante estudiar y analizar los factores que estan causando las
declinaciones de las poblaciones de anfibios de una forma integral con la finalidad de
comprender mejor que es lo que esta ocurriendo y como estan respondiendo las poblaciones de

anfibios ante sus posibles amenazas.

2. Estatus de conservacion de anfibios a nivel mundial y en México

Stuart et al., 2004, 2008 reporta que una tercera parte de todas las especies que existen estan
amenazadas con riesgo de extincion, que al menos 42% de las especies que se conocen han
experimentado pérdida en sus poblaciones y se cree que aproximadamente 168 especies, ya se
han extinto (Frost, 2018). Por su parte, Whittaker et al., (2013) menciona que los anfibios son el

grupo de vertebrados que mas declinaciones ha experimentado en la historia.

A nivel mundial existen mas de 7000 especies de anfibios divididos en tres clados Anura, Caudata
y Gymnophiona (Frost, 2018). La diversidad de anfibios se distribuye principalmente en los
tropicos especialmente en Centro y Sudameérica. Otras zonas hotspots de diversidad de anfibios
se encuentran en Africa subsahariana, Madagascar, Sri Lanka, Sudeste Asiatico, Nueva Guinea y
Australia. Stuart (2008) menciona que las areas donde existe una gran diversidad de anfibios en
las que se ha presentado una mayor amenaza para sus poblaciones es en Centroamérica, el
Caribe y los tropicos del este de Australia y el Oeste de América del Norte. Actualmente se sabe
que las islas del Caribe y el pacifico poseen los mas altos porcentajes de endemismos (Whittaker
et al., 2013).
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Stuart et al,, (2004) analiza a las familias de anfibios que mas declinaciones en sus poblaciones
han presentado y encontré que las familias de anfibios que tienen especies que disminuyen
significativamente mas rapido que el promedio de otras son Rheobatrachidae (ranas incubadoras
gastricas), Leptodactylidae (ranas neotropicales tipicas), Bufonidae (sapos verdaderos) vy
Ambystomatidae (salamandras con forma de topo). Por su parte las familias de anfibios que
también presentaron altos rangos de disminucion en sus poblaciones son Bufonidae,

Leptodactylidae, Hylidae (ranas arbdreas) y Ranidae (ranas verdaderas).

Las salamandras y cecilias poseen rangos de distribucion més reducidos que los anuros, se
conocen aproximadamente mas de 600 especies de salamandras, 200 de cecilias y 7187 de

anuros a nivel mundial (Parra-Olea et al., 2014; Frost, 2018).

Brasil posee la mayor diversidad de especies de anfibios con 798 especies, seguido por Colombia
con 714, Ecuador con 467, Peru con 461y México con 364 (IUCN, 2017).

En el caso particular de México posee el quinto lugar en diversidad de especies de anfibios,
ocupa el segundo lugar en especies de anfibios amenazados, el séptimo como el pais con mayor
numero de anfibios amenazados o extintos y ocupa el tercer lugar a nivel mundial como el pais

con mayor numero de endemismos (IUCN, 2017).

Basados en datos de IUCN-GAA 2010 en México al menos un 58% de las especies de anfibios
mexicanas se encuentran amenazadas, dicha lista incluye 16 familias, 52 géneros, 364 especies de
anfibios de las cuales 227 pertenecen al orden Anura, 135 al orden Caudata y 2 al orden

Gymnophiona.

En México el 5.77% (21 especies) de las especies son consideradas proximas a ser amenazadas
(Near Threatened) (IUCN, 2017).

Frias-Alvarez et al., (2010) menciona que un 69.5% de las especies (177 especies) se encuentran
amenazadas. De estas, 27 de las especies se clasifican como vulnerables (VU), 67 como en

peligro (EN) y 77 como en peligro critico (CR).
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Figura 2. Porcentaje de especies amenazadas por familia basado en Frias-Alvarez et al., 2010.

Las familias con las especies mas amenazadas son (porcentaje de especies clasificadas como
amenazadas) por la UICN-GAA: Plethodontidae (73.04%), Ambystomatidae (64.71%),
Eleutherodactylidae (60.87%), Craugastoridae (59.46%), Hylidae (58.95%), Ranidae (42,30%),
Bufonidae (31,25%) y Microhylidae (20%) (Frias-Alvarez et al., 2010).

Segun la UICN (2010), las tendencias poblacionales de los anfibios mexicanos son preocupantes.
Un alto porcentaje de especies (64.29%, 234 especies) estan sufriendo de algun tipo de
disminucion.  Por el contrario, solo 4 (1,10%) especies de anfibios mexicanos son
demograficamente aumentando, mientras que 72 (19.78%) son aparentemente estables y 54

(14.84%) carecen de suficiente informacion sobre las tendencias de su poblacion.

Las mas comunes amenazas para los anfibios mexicanos son: el cambio de uso de suelo. Un total
de 322 (86.56%) especies de las 372 reconocidas en México por la UICN, (2010) sufre las
consecuencias de las actividades que modifican su habitat natural, las enfermedades infecciosas
emergentes representan la segunda amenaza mas visible. Se han sugerido un total de 87
especies (23.39%) como victimas reales o al menos potenciales de patdgenos, la contaminacion
también estd afectando a un alto nimero de especies: 76 anfibios mexicanos (20.43%) estan
amenazados por téxicos o productos quimicos, la introduccion de especies exéticas actualmente
dafia a 41 especies (11.02%), mientras que los cambios globales y la sobreexplotacion afectan
cada uno a 36 (9,68%) especies. Sin embargo, a pesar de lo que actualmente se conoce aun

existe mucha falta de informacion.
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3. Ecologfa y epidemiologia de macro y micro parasitos en anfibios mexicanos

Investigaciones acerca de los macroparasitos (helmintos, acaros) y microparasitos (hongos,
bacterias y virus) en anfibios han ido en aumento, una de las causas de ello ha sido por la
intencion de explicar las declinaciones de anfibios que se identificaron en la década de 1980
(Collins et al.,, 2003, Young et al., 2001).

Koprivnikar et al., 2012 han diferenciado en ecologia a los macroparasitos de los microparasitos
por diferentes caracteristicas. En el caso de los macroparasitos son mas grandes, tienen ciclos de
vida méas complejos (requieren uno o mas hospederos intermediarios), sus niveles de infestacion
son mas altos, generalmente pueden encontrarse en sus hospederos con cargas parasitarias de
hasta cientos por individuo y en el caso de los microparasitos es posible encontrar hasta miles en
un hospedero. Otros autores consideran a los macroparasitos como organismos extracelulares a
diferencia de los microparasitos que habitan frecuentemente intracelularmente, como en el caso
de los virus (Jolles et al., 2008, Nunn et al., 2014).

En México se han realizado muchas investigaciones acerca de los macroparasitos en helmintos
existen principalmente listados, temas asociados a ecologia y taxonomia. Se han reportado
parasitados por nematodos, trematodos, cestodos, acantocéfalos, monogéneos e hirudineos
(Paredes-Leon et al., 2008, Goldberg et al., 2002, Cabrera-Guzman et al., 2007, Pérez-Ponce de
Ledn et al, 2002). En el caso de los acaros ectoparasitos existen estudios en los que reportan
anfibios parasitados por garrapatas del género Amblyomma (Paredes-Leon et al., 2008, Guzman-
Cornejo et al.,, 2011); también existen investigaciones acerca de acaros endoparasitos de la familia
Leewenhoekidae del género Hannemania (Espino del Castillo et al., 2011, Jacinto-Maldonado et
al., 2016).

Los estudios acerca de los micro parasitos en anfibios se han enfocado principalmente al hongo
Batrachochytrium dendrobatidis (Mendoza-Almeralla et al., 2015, Hernandez, 2017, Cheng et al.,
20M). Investigaciones acerca de las bacterias en anfibios mexicanos son escasas (Zambrano et al,,
2004, Antwis et al., 2015) y acerca de virus también existen muy pocas, como el Virus del Oeste
del Nilo (Farfan-Ale et al., 2006, Klenk y Komar, 2003) y Ambystoma Tigrinum Virus (ATV) (Cotter
et al., 2008).

Paredes-Ledn et al,, (2008) menciona que Unicamente se han estudiado los acaros y helmintos de
un 24.6% de todas las especies de anfibios y reptiles que se conocen en el pais, a pesar de ser

uno de los pafses a nivel mundial con mayor biodiversidad en anfibios.
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Estudios acerca del hongo Batrachochytrium dendrobatidis en el mundo se han realizado en
muchas investigaciones. Sin embargo, aun no se conoce de qué forma esta afectando a las
poblaciones de anfibios mexicanas, asi como el impacto que han sufrido las poblaciones de
anfibios mexicanas en los estados con mayor biodiversidad. Por su parte, investigaciones sobre
bacterias y virus son escasas. En el caso de los virus que afectan a anfibios, en México existen
muy pocos, se necesita realizar mayor investigacion ya que virus pertenecientes a la familia
Iridoviridae son considerados a nivel mundial causantes de una enfermedad emergente que ha
causado mortalidades masivas en poblaciones de anfibios de todos los continentes (Lesbarréres

et al,, 2012, Duffus et al., 2015) y en México no existen articulos publicados en anfibios anuros.

Por todo lo anterior y debido a la importancia que tiene el estudio de los paréasitos, se
recomienda llevar a cabo mayor investigacion en parasitos de anfibios mexicanos, incluyendo un
enfoque integral que contemple un mayor nimero de factores bidticos y abidticos del habitat
asociados a su presencia y co-ocurrencia, analizando como estan respondiendo las especies de

anfibios a las interacciones que se presentan entre parasito y hospedero tanto en cautiverio

como en vida libre.
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ECOLOGIA DE COMUNIDADES DE LOS PARASITOS EN ANFIBIOS MEXICANOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los factores intrinsecos y extrinsecos implicados en las asociaciones

parasito-hospedero en anfibios mexicanos
HIPOTESIS

Las relaciones parasito-hospedero estan determinadas por factores intrinsecos
asociados al hospedero (morfologia del hospedero) y por factores extrinsecos

relacionados al habitat (variables bidticas y abidticas).

CAPITULO 1

Diversidad de acaros presentes en tres especies de anfibios y su asociacion con
las caracteristicas morfolégicas del hospedero en la Reserva de la Biosfera Los

Tuxtlas Veracruz
HIPOTESIS

Las caracteristicas morfolégicas del hospedero (gran tamafio y peso) lo hacen

mas susceptible a la infeccion por parasitos
OBJETIVO GENERAL

Analizar la diversidad y los niveles de infestacion de los acaros presentes en 3
especies de anfibios dentro de la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas y determinar
la asociacion entre las caracteristicas morfolégicas de los hospederos con los
parametros de infestacion de los acaros

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Realizar la identificacion morfoldgica de los acaros que infestan a los anfibios,

recolectados dentro de la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas

24



2.-Obtener los niveles de infestacion de los acaros que infestan a los anfibios

recolectados

3.-Analizar la relacion entre los parametros de infestacion de acaros con las

caracteristicas morfolégicas de los hospederos

CAPITULO 2

Factores bidticos y abidticos del habitat y su asociacion con la presencia de micro
y macro parasitos en una especie de anfibio endémica 7/alocohyla smithii (Anura:
Hylidae)

HIPOTESIS

Los factores biéticos y abiodticos del habitat estan asociados a la presenciay a la

relacion que existe entre micro y macro parasitos en anfibios
OBJETIVO GENERAL

Registrar las variables bidticas y abidticas del habitat y analizar su efecto asociado

a la presencia de microparasitos y macroparasitos en 7lalocohyla smithii
OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Caracterizar las variables bidticas y abidticas presentes en los sitios de

recolecta de anfibios

2.- Analizar la diversidad de microparasitos y macroparasitos (acaros, Ranavirus y

Batrachochytrium dendrobatidis) en los individuos de estudio

3.- Investigar la relacion entre las variables bidticas y abidticas del habitat con la
presencia de micro y macroparasitos en anfibios

4.-Analizar la asociacion entre las especies de micro y macroparasitos en anfibios

25



CAPITULO 3

Efectos de la antropizacion del ambiente en las asociaciones y ensamble de

parasitos en anfibios mexicanos
HIPOTESIS

Las comunidades de parasitos en anfibios mexicanos se estructuran de forma
aleatoria 0 no especifica y la antropizacion del ambiente influye en la presencia y

asociacion entre especies de parasitos en anfibios mexicanos
OBJETIVO GENERAL

Analizar a la comunidad de parasitos en anfibios mexicanos de una escala local a
una regional y analizar el efecto de la antropizacion del ambiente en la co-

ourrencia y asociacion de parasitos en anfibios mexicanos.
OBJETIVOS PARTICULARES

1.-Realizar un meta-analisis de los parasitos que infestan a los anfibios mexicanos

en sitios conservados y antropizados
2.-Analizar a la comunidad de parasitos de una escala local a una escala regional

3.-Analizar el efecto de la antropizacion del habitat en la presencia y asociacion

de parasitos en anfibios.
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CAPITULO 1

Diversidad de acaros presentes en tres especies de anfibios y
su asociacion con las caracteristicas morfologicas del

hospedero en la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas Veracruz
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ABSTRACT

Emergent diseases affecting wildlife populations have increased in recent years, causing the
mortality and population demise of different species around the world. Particularly for amphibians,
there are two emergent pathogens that can cause worldwide mortality: the pathogenic fungus
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) and the virus Ranavirus (Rv). Other parasites such as chigger
from the Hanemmania genus can also be present and a few information exists about them.
However, knowledge regarding co-infection with Bd fungus, Rv virus and chiggers is unknown.
This is an important issue, as we know that parasites are never found independently, since these
species interact all the time and co-occur in their hosts.

Studies focusing on the endemic Mexican amphibians are scarce, so the risk factors and responses
regarding the co-occurrence of those emergent diseases and/or parasites are unknown. Moreover,
there are only few studies in Mexico regarding the biotic and abiotic factors that may facilitate or
mitigate the frogs’ infection with these pathogens. In this research, we studied the susceptibility of
the endemic frog Tlalocohyla smithii to get infected with Bd and Rv, and whether this infection
becomes increased in the presence of chigger (endoparasites). In addition, we analyzed the biotic
and abiotic factors related to the presence of each parasite. A total of 116 individuals of T. smithii
were studied during 2014 and 2016, on three streams located within the Biosphere Reserve of
Chamela Cuixmala in the state of Jalisco, Mexico. The results showed that frogs were infected with
Bd (prevalence = 2.6%), but not with Rv. The prevalence of Hannemania hylae mites was 31%.
There was no association between the presence of mites and the Bd infection. Amphibians that live
in habitats with a higher canopy and warmer temperatures were more susceptible to be infected with
mites, compared with the amphibians living in colder and moister microhabitats. Bd infection was
always present in the amphibians that were found in humid habitats, such as the ones closer to the
streams.

These results suggest that some specific microhabitats favor the infection with mites, whereas
others favor the Bd infection. Here we show the first record of the mite Hannemania hylae on
Tlalocohyla smithii and it is the first monitoring of Rv in Mexico. In addition, we demonstrate the
presence of Bd at this specific location on the Pacific Coast of the country.

Mexico ranks fifth worldwide in terms of amphibian diversity and has 252 endemic amphibian
species, where 164 are consider threatened by the IUCN. So, it is a priority to study the spread of
these pathogens on the country and to implement actions in order to ensure the conservation of

amphibians amid this devastating pandemic.
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INTRODUCTION

Recently, emergent infectious diseases have increased worldwide causing mortality in different
animal groups (Keesing et al., 2010). In frogs Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) and Ranavirus
(Rv) are considered emerging pathogens threating frogs populations (Gray et al., 2009). Bd has
been detected in 700 amphibian species worldwide, and it is considered as the main cause of
diversity loss in vertebrates in past years (Gervasi et al., 2017). In addition, six types of Rv have
been recognized, causing infections in at least 175 species (52 families) of ectothermic vertebrates
across the world (e.g. in 32 countries within six continents). Rv is responsible for producing
amphibian mortality worldwide, both in captivity and wildlife (Duffus et al., 2015). While evidence
suggests that amphibians are facing a pandemic of Bd and Rv, there is little information about the
status of endemic species in different countries with high numbers. Therefore, we do not know the
level of risk that species are suffering, as well as the type of actions that need to be implemented in

order to ensure their conservation.

Biotic and abiotic factors can decrease or facilitate the infection of frogs with pathogens, such as Bd
and Rv (Brunner et al., 2015). Hoverman et al. (2011), Rojas et al. (2005) and Brand et al. (2016)
reported higher prevalences of Ranavirus associated to warmer water temperatures. However, those
findings are different to the ones reported by Gray et al. (2007). The tatter authors mentioned that
the replication rates of the pathogens and the kinetics of the immune response of the host could be
readily affected by temperature. In addition, evidences regarding the Ranavirus dependence to the
host type and temperature have been previously reported (Speare and Smith 1992; Grant et al.,
2003; Rojas et al., 2005; Ariel et al., 2009). Bd presence has been associated to the quantity and
temperature of water, as well as the humidity of the environment (Murrieta-Galindo et al., 2014).
Frainer et al., (2018) suggest a relationship between the diversity of amphibian species and the
presence of parasites. Other studies suggest that the epidemics caused by Iridovirus are related to
degrade areas, such as the artificial ponds used for cattle; as well as, disturbed sites with a lower
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canopy, where amphibians can be found in higher concentrations (Gray et al., 2007; Greer et al.,
2008; Hoverman et al., 2012). Biotic interactions like the interactions between the host and the
parasites are also important. Often in nature, pathogens can be found simultaneously in the host and
the environmental changes can drive some exchanges in the ecological interactions, resulting in
some additive, antagonistic or synergic effects within the community (Romansic et al., 2011).
Amphibian parasites such as mites, have been studied to a lesser extent (Paredes-Leon et al., 2008)

and their study related to the co-occurrence between another kind of parasites does not exist.

Investigations focusing on biotic and abiotic factors, the presence of different types of parasites
such as virus, fungi and mites among others, and the relationship between them (facilitation,
exclusion or co-occurrence) is scarce (Koprivnikar et al., 2012). For example, we don’t know if
some chiggers that infect frogs (e.g. mites) can impair the immune response of these amphibians

against Bd and Ry, facilitating their infection with these pathogens.

Amphibian species are the most threatened vertebrate group on the planet (Fisher et al., 2009).
Mexico has a total of 16 amphibian families belonging to 3 orders and therefore it is ranked fifth for
amphibian diversity (394 species), third in endemic species (252 amphibian species) and second for
the number of threatened species (164 amphibian species) (IUCN, 2017). Jhonson et al. (2017)
mention the greatest number and highest percentages of endemism are seen in the Hylidae (65
species; 68.1% endemism), Craugastoridae (26; 65.0%), and Eleutherodactylidae (20; 80.0%).
Endemic species are often integrated by small populations (i.e. lower amounts of organisms),
restricted within small and very specific geographical areas, where conservation and protection
programs are not implemented, resulting as consequence that the species become more vulnerable
to extinction (Gaston, 1998). For these reasons, we consider as a priority to develop research that

includes endemic amphibians, their parasites and their relationship with biotic and abiotic factors.

The endemic amphibian species Tlalocohyla smithii (T. smithii), commonly known as the Dwarf
mexican treefrog (Boulenger, 1902) had been previously classified within the genus Hyla, but
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recently it was reclassified into the Tlalocohyla genus (Faivovich et al., 2005). This frog is
distributed from central Sinaloa to the south, along the lowlands of the Pacific, up to the south of
Oaxaca and towards the Balsas River within the Tepalcatepec basin in the states of Morelos and
Puebla, Mexico. This frog can be found even in tropical deciduous forests at 1332 masl, associated
to temporal streams and ponds where it reproduces. It has terrestrial habits but also is frequently
found in tree branches. According to the TUCN, the T. smithii population is not considered
threatened. However, the deforestation rate in Mexico and the Mexican Pacific is alarming, since
the distribution of this species is located within this area (Trejo and Dirzo, 2000). At the moment,
studies regarding the presence of parasites on T. smithii are unknown. Therefore, the aim of this
study was to determine the presence and prevalence of Bd and Rv pathogens, along with
endoparasitic mites, on the T. smithii endemic frog (Boulenger, 1902). Additionally, we analyzed

the relationship between the presence of these parasites and the biotic and abiotic factors involved.

MATERIALS AND METHODS

The study was performed at the Chamela Cuixmala Biosphere Reserve in the state of Jalisco,
Mexico. This place is located on the Pacific west coast of Mexico, within a region dominated by
mountains and alluvial flatlands. Vegetation is dominated by tropical deciduous forest. The climate
is warm and humid with an annual temperature of 24.9 °C and a remarkable seasonality. The
programs in the Reserve have been very successful in protecting more than 85 types of reptiles and

amphibians (Ceballos and Garcia 1995).

Sampling was performed during the months of November 2014 and 2016. During the year of 2014,
specimens of the T. smithii were collected from different sites along three seasonal streams (Zarco,
Colorado and Hornitos) located inside the Chamela’s Biological Station. The distance between each
site was approximately of 300 m as minimum, in order to assure that the collected specimens in one
location were not able to migrate from one site to another. During 2016, the rainy season was

scarce, and the Colorado and Hornitos streams dried out; so we only collected the samples along the
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Zarco stream. Here, we collected individuals of T. smithii in four sites with a distance of

approximately 300 m as minimum between each of them (Figure 1 and 2 in Appendix I).

All specimens were manually collected with a scientist collector permission FAUT-0250, Gerardo

Suzan.

Mite processing (Extraction and identification)

To carry out the parasitological study, we obtained all the diagnostic morphological measurements
of each host. A stereoscopic microscope was used for frog examination, where the skin of each
individual was checked for the presence of mites on both dorsal and ventral sides. The mites were
extracted with the help of needles and tweezers and were preserved in 70% and 98% ethanol. For
mite preparation, we made microscope slides using lactophenol as a clearing medium and Hoyer” s
medium for mounting them. Taxonomic identification was based on Sinsch (1990) and Brennan and
Goff (1977). Infection loads were characterized using the parameters established by Bush et al.,
(1997). The mites were deposited in the National Collection of Mites (CNAC) from the Biology

Institute, UNAM with the access number: CNAC 00123-00160.

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) detection

At Utrecht University the swab protocol was performed as follows (Boyle et al., 2004). Extraction:
the nucleic acid extraction from swabs was carried out using the PrepMan Ultra kit. A total of 40 ul
of PrepMan Ultra were added to each swab and 40 mg of zirconia/silica pearls with 0.5 mm of
diameter (Biospec) were added to a tube. Each tube was homogenized twice for 1 min and
centrifuged 30 seconds at 13X103 g. The obtained elements were placed in a water bath and boiled
for 10 min. Then, they were cooled at room temperature for 2 min. Next, they were centrifuged at
13,000 g for 3 min. A total of 20-25 pl were recovered, quantified in nanodrop and then stored at -
80 °C until conventional PCR was performed, as previously reported in the literature (Boyle et al.,

2004).
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To determine the presence of Bd, a positive control was used provided by the Utrecht University. A
set of primers amplified a 147 bp product. The thermocycler conditions were set at 94°C for 5 min;
30 cycles of 94°C for 45 seconds; S0°C for 45 seconds; 72°C for 45 seconds, and a final extension
of 72°C for 5 min. The primers and conditions were based on (Annis et al., 2004). The obtained

PCR product was visualized in 1% agarose gel dyed with ethidium bromide.

Ranavirus detection

At Virology laboratory, faculty of Veterinary Medicine UNAM, DNA was extracted from 100 mg
of tissue samples from the following organs: heart, liver, kidney, spleen and skin. We used a
Purelink Genomic DNA kit following the provider’s instructions; although, a disintegration step

was added to the sample, using sterile sand.

In order to confirm that the extraction was performed correctly, an external extraction control

(CEE) was applied. The detailed information is shown in the appendix 2.

Before the Ranavirus detection, an internal amplification control (IAC) was used for the Ranavirus

PCR. The IAC made by Campos (2014). The detailed information is show in the appendix 3.

Afterwards, the Ranavirus amplification was carried out based on the FV3 genome (AY548484),
using the primers reported by (Boyle et al., 2004): Forward 5" GACTTGGCCACTTATGAC-3" and
Reverse 5" GTCTCTGGAGAAGAAGAA-3, for the amplification of a 531 bp product. These
attached to a conserved region of the Mayor Capsid Protein gene (MCP) that is present in the
Iridoviridae family. Each individual DNA sample was analyzed. A total of 2 ul of IAC were added
to the reaction sample at a 0.1 ng/ul concentration; the primers’ concentration was of 20nM. We
used a Master Mix (2X) PCR kit. PCR conditions were: an initial denaturalization of 94°C for 5
min; 30 cycles at 94°C for 1 min; an alignment at 52°C for 1 min, an extension at 72°C for 1 min,
and finally an extension of 72°C for 5 min. The obtained PCR product was visualized in 1%

agarose gel dyed with ethidium bromide.
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Abiotic and biotic parameters

The physicochemical parameters of water were registered using Multiparametric Hanna
Instruments® model HI 9828/04-1. The registered parameters were pH, oxide-reduction potential,
dissolved oxygen percentage, and maximum and minimum environmental average temperatures.
Temperature and humidity was measured and monitored with a thermometer and a hygrometer,
model HTC-1. These parameters were recorded at the time of capture of each specimen, considering

the maximum and minimum values that were presented within a 24 hours lapse.

Canopy. For each sampling site, we selected a point at the center of the stream and four more
points that were surrounding it. On each point, the canopy was registered with a densitometer of 40
quadrants; 25% was added to each point and an average was obtained for the five selected canopy

points (Mao et al., 1997).

Amphibian diversity

In order to estimate the richness and diversity of amphibian species for each sampling site at each

year, we recorded all the amphibian species present in a buffer of 50 meters from our sampling site.

Statistical analysis

For the environmental variable analysis, we performed a Redundancy analysis (RDA) using the
Biodiversity package (Kindt and Coe, 2005) implemented in R (R Development Core Team 2012)
in order to estimate which environmental parameters (biotic and abiotic) had more collinearity and
thus discard them. In order to obtain the alpha diversity of each sampling site, we used the Simpson
index to know the diversity based on the dominant species, and we calculated the Shannon index

based in the equitability of the amphibian species present in the sampling sites.

Also, we performed a Canonic correspondence analysis (CCA) using the Vegan package (Wagner

2015) implemented in R (R Development Core Team 2009), for estimating which environmental
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parameters could explained our mite abundance results and the Bd prevalence; in addition to know
the relation between mite abundance and Bd prevalence we use a mathematical model reported by

Stephens et al., (2009).

RESULTS

The total number of T. smithii that were captured, their sex and morphometric measurements at

each location in the table 1.

Bd and Rv prevalences

All samples that were analyzed for the presence of Rv on the tissues resulted negative. As for the
detection of the Bd fungus, a prevalence of 4.3% during 2014 was found; whereas for all the

individuals studied during 2014 and 2016, the prevalence was 2.3%.

Mites (Hannemania hylae)

The prevalence, abundance and mean intensity of mites and the Batrachochytrium dendrobatidis
fungus in T. smithii during 2014. Mites were observed in just five of the nine sampling sites;
whereas the Bd fungi were registered in only three sites (Zarco 2, Colorado 1 and Colorado 3). The
highest infestation with mites and Bd was in the Colorado site 3 with a prevalence of 20% for mites

and 10% for Bd in the table 2.

The prevalence, abundance and intensity average of mites in T. smithii during November 2016.

Higher levels of infestation by mites were recorded in Zarco 4 with 100% prevalence in the table 3.

In order to analyze if the richness and diversity of amphibians on each sampling site were
associated to the absence/presence of parasites (mites, fungi and virus), we recorded all the

amphibian species that were present in the sampling sites during 2014 (table 4) and 2016 (table 5).

Also, we calculated the diversity (Shannon and Simpson) and species richness based on the records

of amphibian species of each sampling site during the two periods of time. The results for 2014 are
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shown in table 6. The sampling site that had the highest values of richness and diversity was

Colorado 2; whereas Zarco 3 corresponded to the site with the lowest values.

The richness and diversity estimations recorded in 2016 are presented in table 7; where Zarco 1 was
the sampling site that had the highest richness value, Zarco 2 had the highest diversity value and

Zarco 3 had the lowest estimations.

Tables 8 to 11 show all the biotic and abiotic variables included in the Redundancy analysis, which
were registered during 2014 and 2016. These tables can be consulted in Appendix 1. In addition, we
also show the values of all the biotic and abiotic variables included in the Canonical correspondence

analysis.

We performed a Redundancy analysis in order to discard collinearity and categorized the variables

included in the CCA. The results of this analysis are presented in Appendix 4.

Figure 3

Figure 4

Figure 5

Figure 6

DISCUSSION

Tlalocohyla smithii specimens were parasitized by Hannemania hylae (Leeuwenhoekiidae) during
the months of September and November of 2014. This study represents the first report of
Hannemania hylae in Tlalocohyla smithii. Previously, these mites have been reported in the state of

Veracruz on the following species: Hyla arenicolor, Pseudacris cadaverina, Eleutherodactylus
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guttilatus, Lithobates berlandieri, Eleutherodactylus sp., Eleutherodactylus longipes, Lithobates
sp., Scaphiopus couchii and Incilius mazatlanensis; as well as for the states of Queretaro, where
these mites were reported in Eleutherodactylus longipes , and Jalisco in Leptodactylus melanonotus
(Goldberg et al., 2002; Espino del Castillo et al., 2015; Paredes-Le6n et al., 2011; Wagner, 2015;
Hoffman, 1969; Loomis and Welbourn, 1969; Hoffmann et al., 2000; Jacinto-Maldonado et al.,

2013).

Hannemania hylae was found on T. smithii in the Zarco, Colorado and Hornitos streams. The H.
hylae prevalence was 11%, 9.43% and 6.25%, respectively. It was lower (20-98.9%) than the ones
previously reported for another amphibian species. These differences could be attributed to sample
size (N=3-256) or host habits. All amphibian species positive to H. hylae have been reported in
terrestrial species; T. smithii is a terrestrial species. In the case of the CCA obtained during 2014,
the two first CCA’s explained an accumulated portion of 99%, showing that the prevalence and
abundance of mites were positive related to the increase of canopy percentage. This might be due to
the fact that the canopy is creating a microenvironment (temperature, humidity, etc) which is
preferred by mites, or maybe because the amphibians prefer zones with higher canopy, where they

can be safe from their predators and be protected of the sun (Welsh and Ollivier 1998).

The Bd prevalence in the CCA during 2014 was inversely proportional to the depth of the stream
and the maximum recorded environmental temperature. This may be due to the environmental
gradient required by Bd for its survival, which has been recorded from 17 to 25°C with a
precipitation between 1500 to 2500 mm. In addition, the quantity of water or humidity along with

the temperature, could cause the presence or absence of Bd.

Murrieta-Galindo et al. (2014) mentioned that the amount of water and/or the moist in the

environment on the sites may have an influence on the presence of Bd.

46



282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

The mean intensity of mites was positive related to the size of the stream, suggesting that those
places are preferred by mites and amphibians, resulting in higher infections on their hosts. Other
possibility to be consider in order to explain this could be that the soil closer to the streams provides

favorable conditions for the development of mites (Welsh & Ollivier, 1998).

Mean intensity of mites was positively related to the size of the stream, suggesting that a
microhabitat with a higher level of moist is preferred by the Hannemania mites, causing higher
infections on their hosts. Another possibility for explaining this could be that the soils closer to the
streams have optimal conditions for the development of mites, mainly for the first stages before
they parasite the host. The results of the CCA during the sampling period of 2016 showed that the
two CCA’s had an explained accumulated portion of 100%; while the prevalence of mites was
positively related to the maximum temperature in the sites. This can be explained by the
temperature ranges preferred by Hannemania mites in order to complete their life cycle, which go
from 10 to 30 °C (Hoffmann, 1970). The abundance of mites in the CCA was inversely
proportional to the maximum humidity value at the sample site. The CCA results could be
explained by the higher temperature ranges that Hannemania mites need for surviving (Hoffmann,
1970); namely, a lower abundance of mites in the study sites with the highest registered humidity.
On the other hand, the mean intensity of mites was inversely proportional to the minimal recorded
humidity; that is, the lower the registered humidity, the greater the number of mites infecting the
amphibians. This could be explained and related to the environmental requirements that
Hannemania mites need for completing their life cycle (Hoffmann, 1970).
The Bd prevalence results in this research were lower than 2.6%, in comparison to the study
performed by Alonso et al., (2010) in the Tehuantepec Isthmus, where he analyzed 77 anuran
species from six amphibian families, finding that the Hylidae was the family that registered the
highest tendency for being infected. The lower prevalence of Bd in our research, compared to the

one of Mufioz-Alonso (2013) (prevalence = 21%), could be explain by the size sample and the

47



307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

sampled sites. Our study was carried out in preserved sites, while the Mufioz-Alonso’s samples
were obtained in disturbed areas. Another possibility for explaining this difference could be
attributed to environmental conditions, such as vegetation and altitude; our study was performed
under tropical conditions of deciduous forests with an altitude range of 10-580 masl range; whereas
the study of Mufioz-Alonso (2013) was done in 17 different types of vegetation with an altitude

range of 0-4,100 masl.

The presence of Ranavirus has been reported in all continents. There are reports of this disease in
the Americas with exception of some countries including Mexico (Gray et al., 2015). Because of the
contact between species and international trade, there are high chances that the disease is also
present in Mexico. However, results regarding virus prevalence in this research were negative;
however, our study was focused on a single amphibian species within a preserved area, in
comparison with other studies which studied multiple species (Hoverman et al., 2011, Schock et al.,
2008). Therefore, we recommend conducting further studies considering both preserved and
perturbed areas and to analyze different amphibian species with different stages of development.
Studies should also be conducted, in different provinces at local and regional scale, including
different diagnostic techniques. Also, to incorporate studies about the influence of biotic and abiotic

parameters.

Here, we report for the first time the presence of H. hylae and Bd infesting T. smithii at the Chamela

station in the state of Jalisco, Mexico.

As for the Ranavirus found in T. smithii, our research corresponds to the first study registering its
absence in Mexico. In this research, we do not found any relationship between the presence of the
mites and the Bd or Rv; however, we suggest to carry out a major research that includes other
species of parasites and hosts in order to be able to understand the interaction dynamics between

parasite species and their hosts. This information will be useful for proposing different management
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and conservation programs for amphibians, with special attention on the endemic species of

Mexico.
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APPENDIX |

Figures

FIGURE 1. Study area showing the sampled sites during the period of November, 2014.
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FIGURE 2. Study area showing the sampled sites during the period of November, 2016.
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FIGURE 3. Redundancy analysis of all environmental variables recorded in November of 2014.
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FIGURE 4. Redundancy analysis of all environmental variables recorded in November of 2016.
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FIGURE 5. Analysis of canonical correspondence of the parasites for 2014, showing the biotic and

abiotic variables.
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FIGURE 6. Analysis of canonical correspondence of the parasites for 2016, showing the biotic and

abiotic variables.
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APPENDIX 2

External Extraction Control (CEE)

In order to confirm that the extractions were correctly performed, an external extraction control
(CEE) was applied; it consisted in adding a type 1 Bovine Herpes virus DNA (HVB-1) with F-
GCTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGC and R-AACTCCATGTGCCAT GTACAGCAGAG
primers, for amplifying a 159 bp fragment. The primer concentrations were 0.6 uM. The virus was
amplified to validate the extraction method with a PCR Master Mix kit (2X), using the following
conditions: An initial denaturalization at 94°C for 2 min; 35 cycles at 94°C for 30 seconds, an
alignment at 55°C for 30 seconds, an extension at 70°C for 90 seconds, and a final extension at
72°C for 2 min. The obtained product was visualized in a 2% agarose gel dyed with ethidium

bromide.

APPENDIX 3

Internal amplification control (IAC) consisted in the use of the pUC4K plasmid as a DNA template
in PCR with the following primers: FV3-Kan Forward 5’
GTCGGAGAAGAAGAAAATGAGCCATATTCAACGGG 3’ and Reverse 5
GACTTGGCCACTTATGACTTAGAAAAACTCATCGAGCATC3’, where an 850 bp product
was amplified. The primers’ concentration was of 20 nM. A Master Mix (2X) kit was used for the
PCR. PCR conditions were: an initial denaturalization of 94°C for 5 min.; 5 cycles at 94°C for 1
min, an alignment at 52°C for 1 min, and an extension at 72°C for 1 min, followed by 30 cycles of
denaturalization at 94°C for 1 min, an alignment of 60°C for 1.5 min, and an extension of 72°C for
1.5 min. Finally, an extension at 72°C for 5 min was performed. This [AC was visualized and

purified with 0.8% agarose gel dyed with ethidium bromide.
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APPENDIX 4

RDA Results 2014

Importance of components:

Eigenvalue

Proportion Explained
Cumulative Proportion

Species scores

Tmax
Tmin
Hmax
Hmin
canopy
width-river
depth-river
altitude
temp-water
pH

ORP

OD

uS

TDS
Salinity
Shannon
Simpson

Richness

RDA Results 2016

RD1

8.7652 3.7008 3.1082

RD2 RD3 RD4

1.42576

0.5156 0.2177 0.1828 0.08387

0.5156 0.7333 0.9161

RD1

RD2

RD3

0.132379  0.642177 0.23483

0.477821

0.466942

-0.394356  0.243251

0.514385
-0.629354
0.580585
-0.005042
0.451695
0.438353
0.577938
-0.582131
-0.565026
-0.570613
-0.570544
0.000000
0.523627
0.499344
0.538192

Importance of components:

-0.468216
-0.057113

-0.020363

0.649340
0.002405
-0.156359
-0.270822
0.298214
-0.136380
0.083446
0.094577
0.000000
0.309393
0.324811
0.196376

-0.15719
0.50833
-0.00706
-0.26950
0.23629
0.20972

-0.36708

0.21620
-0.25932
-0.22318
-0.22952

-0.38648
-0.38080
0.00000
-0.32990
-0.34511
-0.35126

1.00000

RD4
0.003337
0.118378
0.109455
0.034685
0.114412
0.302890
-0.139363
0.382481
-0.470878
-0.102300
-0.086336
-0.307466
0.056063
0.074797
0.000000
-0.079560
-0.105457
-0.182955
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464
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467

468
469
470
471
472
473

474

Eigenvalue

Proportion Explained

Cumulative Proportion

Species scores

PC1 PC2
11.6288  4.3712
0.7268 0.2732
0.7268 1.0000

PCl1 PC2
Tmax 0.5898 -0.07530
Tmin -0.5092 0.30695
Hmax -0.5302 -0.26910
Hmin -0.5491 -0.22822
canopy 0.0000 0.00000
width-river ~ 0.5841 0.11114
depth-river  0.4362 -0.40413
altitude 0.4023 -0.43780
temp-water  -0.4096 0.43101
pH -0.4310 -0.40961
NO3 -0.5526 0.21953
Hardwater -0.5277 -0.27400
Cl -0.5936 -0.03379
Alka -0.5277 -0.27400
Shannon  -0.5277 -0.27400
Simpson  0.1693 -0.56998
Richness -0.5940 0.02656
CCA Results 2014

Accumulated constrained eigenvalues

Importance of components:

CCAl1 CCA2 CCA3
0.1484 0.004888 0.0002074
0.9668 0.031850 0.0013500
0.9668 0.998650 1.0000000

Eigenvalue
Proportion Explained
Cumulative Proportion

Species scores
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487
488
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494
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498

499

500

501
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503

504

505

CCAl CCA2 CCA3

Prevalence mites 0.23679 -0.01860 -0.0021048
Abundance_mites 0.16514 -0.10159 0.1625699
Average intensity 0.07593  0.27866  0.0060032
Bd -0.65775 -0.01131 -0.0006418
CCA Results 2016

Cumulated constrained eigenvalues
Importance of components:

CCAl CCA2

Eigenvalue 0.02856  0.0002839
Proportion Explained 0.99016 0.0098400
Cumulative Proportion 0.99016 1.0000000
Species scores

CCAl CCA2
Prevalence mites 0.03709 0.001199
Abundance_mites -0.33171 -0.134772
Average intensitymites -0.84379 0.022755

TABLES
The table 1 T.smithii individuals, sampling November 2014 and 2016, N (total number of

captured anurans), UD (sex undetermined), weight and the measures morpho metrics.

Tlalocohyla smithii

Month Year N  Females Males UD Weight Total length
Average (range) Average (range)

November 2014 69 1 68 0 0.75(0.6-1.1) 5.68 (2.5-6.3)
November 2016 47 1 26 20 0.73(0.5-1) 2.33(2.11-2.66)

The table 2 shows the prevalence, abundance and average of intensity of mites and the
fungus Batrachochytrium dendrobatidis in T. smithii registered in nine sample sites into

three streams, during November 2014 (number of individuals captured).
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Tlalocohyla smithii

Stream  Point Coordinates N N Total per Hannemania hylae Batrachochytrium dendrobatidis
stream Prevalence % (AbundancetStandard deviation) Prevalence % (Abundance+Standard deviation)
(Average intensitytStandard deviation) (Average intensity+Standard deviation)
Zarco 1 19°29'4.8" N, 105° 02' 22.5" W 11 0 0
Zarco 2 19°29'47"N, 105° 02' 21" W 11 18.18% (0.18+0.4) (2+0) 9.09% (0.09+0.3)(1+0)
Zarco 3 19°29'57.2"N,105°02'17.7" W 10 32 20% (0.2+0.42) (1+0) 0
Colorado 1 19°30'36.8"N, 105°02' 01.7" W 11 9.09% (0.0920.3) (1+0) 9.09% (0.09£0.3)(1+0)
Colorado 2 19°30'26.3"N, 105° 01' 54.6" W 12 8.33% (0.08x0.28) (1+0) 0
Colorado 3 19°30'29.9"N, 105°01'47.9" W 10 33 20% (0.3+0.67) (1.5+0.7) 10% (0.1+0.31) (1+0)
Hornitos 1  19°30'48.5"N, 105° 02' 09.4" W 4 0 0
Hornitos 2 19°30'49.7"N, 105° 01' 43.5" W 0 0 0
Hornitos 3 19°30'46.9"N, 105° 01'41.6" W 0 4 0 0

The table 3 shows the prevalence, abundance and average of intensity of mites in T. smithii

registered in three streams, during November 2016 (number of individuals captured).

Tlalocohyla smithii
Stream Point Coordinates N Hannemania hylae
Prevalence % (AbundancetStandard deviation)
(Average intensity+Standard deviation)

Zarco 1 19°29'10" N 105° 02' 39" W 25 24% (0.4£0.87) (1.67+1.03)

Zarco 2 19°29'21" N 105° 02' 36" W 9 44.44% (0.89+1.27) (2+1.15)

Zarco 3 19°29'46" N 105° 02' 30" W 12 25% (0.67£1.5) (2.67+2.08)

Zarco 4 19°29'43" N 105° 02' 32" W 1 100% (1+0) (10)

Table 4. Abundancia de las especies de anfibios registrada en cada sitio de muestreo

durante el afio 2014.

Sampling sites 2014

Amphibian specie Zarco 1 Zarco 2 Zarco3 Colorado 1 Colorado 2 Colorado 3 Hornitos 1 Hornitos 2 Hornitos 3
Hypopachus ustus 7 13 5 3 22 5 1 1 6
Incilius marmoreus 11 3 1 3 20 1 8 4 2
Craugastor occidentalis 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Hypopachus variolosus 43 1 0 4 16 2 5 6 5
Smilisca fodiens 0 0 0 1 17 0 0 1 0
Exerodonta smaragdina 22 1 0 8 1 0 3 11 0
Smilisca baudinii 29 7 0 2 10 0 0 0 2
Tlalocohyla smithii 5 35 24 2 37 28 0 3 0
Trachycephalus typhonius 0 0 0 1 5 0 0 0 0
Diaglena spatulata 0 0 0 0 3 1 0 3 0
Agalychnis dacnicolor 28 10 0 0 30 0 0 0 2
Lithobates forreri 3 3 0 0 2 0 0 0 1
Craugastor hobartsmithi 0 1 0 0 0 0 0 1 0

Table 5. Abundancia de las especies de anfibios registrada en cada sitio de muestreo

durante el afio 2016.
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Sampling sites 2016

Amphibian specie Zarco 1 Zarco 2 Zarco 3 Zarco 4
Hypopachus ustus 3 4 0 0
Incilius marmoreus 3 1 0 1
Smilisca fodiens 1 0 0 0
Exerodonta smaragdina 3 0 3 0
Smilisca baudinii 4 0 0 0
Tlalocohyla smithii 27 14 0 0
Lithobates forreri 1 4 0 2
Incilius mazatlanensis 1 4 0 0
Agalychnis callidryas 1 0 0 0
Eleutherodactylus nitidus 0 1 0 0
Rhinella marina 0 0 0 1

Table 6. Diversity (Shannon y Simpson) and estimated richness in each sampled site during

2014.

Sample sites Diversity indices Richness
Shannon Simpson S
Z1 1.808 0.810 8
Z2 1.588 0.714 9
Z3 0.591 0.331 3
C1 1.957 0.826 9
Cc2 2.076 0.856 11
C3 0.834 0.405 5
H1 1.187 0.657 4
H2 1.759 0.784 8
H3 1.615 0.772 6

Table 7. Diversity (Shannon y Simpson) and estimated richness in each sampled site in

2016.

Sample sites Diversity indices Richness

Shannon Simpson S
Z1 1.41 0.60 9
Z2 1.42 0.69 6
Z3 0.00 0.00 1
Z4 1.04 0.63 3
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Table 8. Abiotic variables registered in 2014.

Site Tmax Tmin Hmax Hmin canopy _ width_river depth altitude t pH ORP oD usS TDS Salinity
zarcol 27.9 20.4 97 51 66.57 5.32 384 63 24.53 9.34 -257.5 82.8 139 70 0.06
zarco2 279 20.4 97 51 75.37 4.05 321 38 24.49 8.01 -178.6 84.1 130 65 0.06
zarco3 273 20.1 99 47 92.69 4.89 27 48 23.95 7.615 -173.2 78.1 135 68 0.06
coloradol 30.1 211 99 47 62.29 7.89 39.74 60 24.27 7.82 -196.6 443 124 62 0.06
colorado2 27.2 20.8 95 77 61.86 8.6 24 85 24.42 851 -233.3 47.8 1225 61 0.06
colorado3 279 20.2 99 67 58.67 7.95 29.2 37 24.61 7.98 -231.05 54 118 58.5 0.06
hornitos1 35.05 19.65 98 52.5 33.67 6.36 228 27 24.32 8.645 -223.25 48.65 219 109.5 0.1
hornitos2 39.8 19.45 929 35 81.68 6.7 29.4 31 24.08 9.375 -270.9 53.25 218 109 0.1
hornitos3 28.2 19.4 99 93 82.16 7.9 26.8 33 24.1 7.5 -186.2 53.9 213.7 106.7 0.1
Table 9. Abiotic variables registered in 2016.
Location Tmax Tmin Hmax Hmin canopy river depth altitude t pH NO3 Hardw Cl Alka Shannon Simpson Richness
1 335 22.4 99 42 [¢] 132 5.2 80 27 7.2 200 180 6.8 180 1.41 0.59 9
2 371 19.1 98.5 39 0 2.67 20 95 25 7.4 40 180 4 180 1.41 0.68 6
3 35.5 19.5 99 52 0 15 51 94 25.5 6.9 0 50 0 50 0 0 1
74 39.8 19 52 10 0 5.9 17.2 91 25.5 6.7 0 40 0 40 1.039 0.62 3
Table 10. Biotic and abiotic variables registered in 2014 included in the Redundancy analysis
Location Tmax Tmin Hmax Hmin canopy  width_river depth altitude t_water pH ORP 0D usS TDS Salinity Shannon Simpson Richness
zarco2 27.9 20.4 97 51 75.37 4.05 321 38 24.49 8.01 -178.6 84.1 130 65 0.06 1.5876 0.714 9
zarco3 273 201 9 47 92.69 4.89 27 48 23.95 7.615 -173.2 78.1 135 68 0.06 0.5905 0.331 3
coloradol 301 211 9 47 62.29 7.89 39.74 60 24.27 7.82 -196.6 443 124 62 0.06 1.9571 0.826 9
colorado2 27.2 208 95 77 61.86 8.6 24 85 24.42 851 -2333 47.8 1225 61 0.06 2.0763 0.856 1
colorado3 27.9 20.2 9 67 58.67 7.95 29.2 37 24.61 7.98 -231.05 54 118 58.5 0.06 0.8343 0.405 5
Table 11. Biotic and abiotic variables registered in 2016 included in the Redundancy analysis
Location Tmax Tmin Hmax Hmin canopy  width river depth altitude 1° water pH NO3 Hardwater Cl Alkalinity Shannon Simpson Richness
71 335 2.4 9 42 0 132 5.2 256 27 7.2 200 180 6.8 180 141 0.59 9
22 371 19.1 98.5 39 0 2.67 20 320 25 7.4 40 180 4 180 141 0.68 6
Z4 39.8 19 52 10 0 5.9 17.2 303 25.5 6.7 0 40 0 40 1.039 0.62 3
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INTRODUCCION

El estudio de las asociaciones entre las especies se ha abordado desde diferentes
aproximaciones con la finalidad de entender como se relacionan las especies y cudl es el
tipo de interaccion que entre ellas existe.

El estudio de las asociaciones de especies en sistemas ecologicos ha sido abordado desde
hace mucho tiempo de una forma sencilla, por medio de matrices de coincidencia de
especies (Gotelli, 2000). Diamond en 1975, postuld patrones de ensamble acerca de las
interacciones competitivas entre especies, los cuales argumentaba que generaban patrones
de co-ocurrencia no aleatorios. En la actualidad existen muchas investigaciones, las cuales
han tratado de resolver dicha controversia. Sin embargo, alin no se conoce si los roles de
ensamble propuestos por Diamond son o no una generalidad, ya que diversas
investigaciones coinciden con ellos y otras no (Gotelli and McCabe, 2002).

Ulrich and Gotelli 2013, Borthagaray et al., 2014 argumentan que la co-ocurrencia en una
comunidad tiene un efecto en la interaccidn entre las especies y se ve reflejada por cambios
en la abundancia o por la presencia o ausencia de los individuos en el espacio, influyendo
en los patrones de ensamblaje de la comunidad, lo que al final resulta en una co-ocurrencia
no aleatoria.

Diversas investigaciones han considerado la co-ocurrencia espacial significativa, como una
asociacion positiva o mutualista y la co-exclusiéon como una interaccidon negativa, como la
competencia (Freilich et al., 2018, Faust et al., 2015, Fuhrman et al., 2015). Sin embargo,
los patrones de co-ocurrencia de especies dentro de un ecosistema, también pueden ser un

reflejo de los factores ambientales (Peres-Neto et al., 2001) o una limitante en la dispersion
(Ulrich, 2004).

Las asociaciones entre las especies también se han abordado desde muchas aproximaciones.
La ecologia de comunidades denominé cémo organismos simbiontes a todas aquellas
especies con las que se tienen asociaciones benéficas, como el comensalismo o mutualismo
y asociaciones detrimentales como la competencia o el parasitismo (Bernhard et al., 2018).

Asi mismo, el estudio de los simbiontes se ha atribuido a la facilidad de estudiar a las
especies a diferentes niveles jerarquicos (un hospedero, una poblaciéon o una comunidad).
Dicho enfoque también nos brinda valiosa informacion acerca de las relaciones de un
parasito en un hospedero, o multiples especies de pardsitos simbiontes en multiples
hospederos (Mihaljevic, 2012, Brown et al., 2011, De Meester, 2011).

Otro motivo por el que se ha estudiado a los parasitos simbiontes, ha sido por la intima
relacion que tienen con su hospedero (Koprivnikar et al., 2012), proveen un efectivo
método para obtener informacion acerca de la distribucidon; la sensibilidad al medio
ambiente; y son un reflejo de la diversidad de sus hospederos (Marcogliese and Cone, 1997,
Byers et al., 2011).

Por su parte, el estudio de las comunidades a diferentes escalas tanto a nivel local como
regional nos permite evaluar patrones de distribucion de especies en espacios geograficos o
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medioambientales. Con lo anterior podemos hacer inferencias acerca de como es afectada
la composicion de las especies en una comunidad. Por otro lado, Leibold et al. (2004)
propuso un método tedrico-mecanistico que permite explicar la interdependencia de las
relaciones locales (dentro de especies, entre especies y/o entre especies y su medio) y
regionales (cambios en la composicion de la comunidad como resultado de la tasa de
dispersion de las especies).

Leibold y Mikkelson (2002) desarrollaron una aproximacion cuantitativa para distinguir
simultdneamente entre multiples patrones hipotéticos de distribucion de especies, basado en
una matriz de incidencia. Esta aproximacion evalia tres elementos de la comunidad como
son: la coherencia, el recambio y el agrupamiento de limites.

Por lo tanto, cuando las especies como grupo no se distribuyen de la misma forma en un
gradiente medioambiental, las distribuciones no forman una estructura coherente. Por su
parte, el recambio de especies es medido como el nimero de veces en el que una especie
reemplaza a la otra en dos sitios (nimero de reemplazos), para cada posible par de especies
y para cada posible par de sitios. El nimero de reemplazos observado en una comunidad es
entonces comparado con modelos nulos (r0, rl, r00, r2), los cuales generan distintas
distribuciones de especies, a partir del acomodo de diversas formas de la matriz de
presencia o ausencia de especies en los diferentes sitios.

Un recambio negativo es consistente con distribuciones anidadas o, por el contrario, un
recambio positivo es consistente con Gleason, Clement o con distribuciones uniformes
espaciadas. En el caso de la distribucion que postula Gleason, se enfoca en la respuesta
especifica que tienen las especies a su medio ambiente; donde se presentan distribuciones
mas espaciadas de lo que se esperaria por el cambio a través del tiempo. En el caso de la
distribucion que sustenta Clements, se enfoca a la inter-dependencia de las relaciones
ecologicas que tienen las especies a través del tiempo, basada en su historia evolutiva.

El siguiente paso es evaluar el agrupamiento de limites, el cual arrojara un resultado que
dependera si el recambio es positivo o negativo. Compara mediante una prueba de bondad
de ajuste (X2) la distribucion observada, con una distribucidon esperada; lo que seria el
rango de la distribucion de los limites de un sitio. Cuando la prueba de X2 es significativa,
el indice Morisita I (Relaciona las abundancias especificas con las abundancias relativas y
el total. Es altamente sensible a la abundancia de las especies abundantes) es usado para
determinar si los resultados representan limites agrupados. Si el resultado es positivo,
corresponde a una estructura Clemensiana; si los resultados son negativos, representan
limites hiper-dispersos e indican una estructura de espacios uniformes; por otra parte, si el
resultado no es significativo, indican una respuesta individual de las especies a su
medioambiente, lo cual supone una estructura Gleasoniana. Cuando el recambio es
negativo indica que posiblemente se trate de las estructuras anidadas, que son
caracterizadas por un patron de pérdida de especies entre los sitios; cuando es negativo se
trata de una pérdida hiper-dispersa de especies; cuando el resultado no es significativo, el
patron de pérdida de especies es estocastico; y cuando el resultado es positivo, corresponde
a un patréon de pérdida de especies en grupos. La estructura de pérdida de especies puede
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atribuirse a la biologia de las especies, como la capacidad de dispersion que tiene cada
especie, la especializacion de habitat y la tolerancia a las condiciones abioticas, entre otras
(Presley et al., 2010, Clements, 1936, Gleason, 1926).

Por ejemplo, investigaciones que han abordado el estudio de los simbiontes, desde la
aproximacion de la ecologia de comunidades, sustentan que las comunidades de parasitos
se estructuran al azar. Algunos apoyan esa hipoétesis, pero proponen que las comunidades se
estructuran al azar, cuando la diversidad de las comunidades de parasitos es baja. Mientras
que otros han comprobado que las comunidades de parasitos simbiontes tienen una sub
estructura anidada cuando la aptitud ecologica (capacidad de adaptacion a las condiciones)
y la co-evolucion se presenta entre simbiontes y hospederos (Poulin, 1997, Dobson and
Pacala, 1992, Brooks et al., 2006).

Otras investigaciones han analizado las asociaciones inter-especies mediante un modelo
estadistico llamado épsilon, el cual calcula la probabilidad con la cual, las especies se
asocian. Uno de esos estudios identificd a los hospederos mas probables de Leishmania
mexicana (Stephens et al., 2009). Otra investigacion con el uso de sistemas de informacion
geografica, redes de interacciones bidticas y con la estimacion de épsilon, predijo a los
principales reservorios de Leishmaniasis, asi como a las zonas de mayor riesgo donde se
podia presentar la enfermedad en el pais (Stephens et al., 2016).

Para profundizar acerca de lo anterior utilizamos como modelo de estudio a un grupo de
vertebrados “anfibios anuros”. Esta especie es un puente de comunicacion entre ambientes
acuaticos y terrestres, contribuyen al intercambio de nutrientes entre ambos habitats y son
parte de las dinamicas troficas de las comunidades, por ser depredadores y presas de
muchas especies (Ali et al.,, 2018). A nivel mundial, México ocupa el tercer lugar con
mayor nimero de especies endémicas y el quinto en riqueza de especies de anfibios (Frias-
Alvarez et al., 2010, Gallant et al., 2007, Parra-Olea et al., 2005). De todos los grupos
taxonomicos de vertebrados, los anfibios son los que mas riesgo de extincidon presentan y
México ocupa el segundo lugar como el pais con mas especies de anfibios amenazados
(Frias-Alvarez et al., 2010, IUCN, 2016).

Muchas han sido las causas que se han atribuido a las declinaciones de anfibios, entre las
principales estan la destruccion y perturbacion de su habitat y las enfermedades
emergentes, causadas por diferentes especies de parasitos simbiontes (hongos, virus,
helmintos) (Tattersall and Ultsch, 2008, Kraus, 2008, Daszak et al., 2003, Blaustein and
Kiesecker, 2002, Densmore and Green, 2007).

Con respecto a la destruccidon y perturbacion de su hébitat algunos estudios mencionan que
el aumento de la urbanizacion esta asociado con la pérdida de biodiversidad y al cambio en
la composicion de las especies, lo que puede influir en la presencia y en la transmision de
parasitos (Bradley and Altizer, 2007, Koprivnikar and Redfern, 2012).

Kopriunikar y Redfern (2012) reportaron que, en zonas agricolas debido a los
contaminantes asociados a la perturbacion del habitat, las interacciones huésped-parésito
fueron alteradas. Por otra parte, Marcogliesea et al., (2009) encontraron que la riqueza de
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especies de parésitos en cada sitio de muestreo disminuy6 al aumentar la actividad agricola
y en el estudio de Lagrue et al., 2017, encontraron que la abundancia de parasitos fue
mayor en ambientes antropizados.

Investigaciones acerca de los macroparasitos (trematodos, nematodos, ectoparasitos) en
anfibios han demostrado que el paisaje puede tener un fuerte efecto de forma directa sobre
los anfibios y también de forma indirecta al influir en los hospederos intermediarios o en la
transmision de sus parasitos (Koprivnikar and Redfern, 2012). Algunos autores sustentan
que parasitos con ciclos de vida especializados o complejos son especialmente sensibles a
los disturbios en el ambiente (Lafferty and Holt, 2003, Rohr et al., 2011).

En este contexto y con la intencién de generar mayor conocimiento acerca de las relaciones
parasito- hospedero y parasito-parasito en anuros mexicanos en los sitios de estudio, el
objetivo de este trabajo es analizar la estructura de la comunidad de parésitos- simbiontes
en anuros mexicanos, asi como entender patrones y procesos de ensamble, co-ocurrencia y
asociacion entre especies en diferentes ambientes (conservado vs antropizado) mediante
diferentes aproximaciones (ecologia de comunidades y andlisis estadisticos) con Ia
finalidad de identificar mediante diferentes herramientas las asociaciones que se generan o
desaparezcan dependiendo del ambiente.

Para llevar a cabo nuestros objetivos y debido a que en muchos de los articulos acerca de
parasitos en anfibios no se presentan los resultados de co-ocurrencia de parasitos por
individuo; obtuvimos registros de campo proporcionados por diferentes investigadores y
colaboradores en diferentes temporadas y afios con los que realizamos un meta-analisis con
el que trabajamos.
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MATERIAL Y METODOS
Recoleccidn de los datos

Se elabordé un meta-analisis con 1450 registros de parasitos obtenidos en anfibios (38
especies de parasitos registrados en 13 especies de anfibios) de vida libre (el listado de las
especies de anfibios, parasitos y lugar de recolecta se presenta en la seccion de resultados).

Sitios de estudio

Los datos provinieron de anuros capturados en sitios conservados y antropizados en
diferentes temporadas y afios. Jalisco (Septiembre, 1995 y Agosto y Septiembre 2012) y
Veracruz (Noviembre 1990, Enero-Febrero 1991, Junio 1991, Agosto 1996, Septiembre
1996, Junio-Noviembre 1996, 2000,2002, Mayo 1997, Julio 1997, Febrero 1997, 1998,
Noviembre 1998, Septiembre 2012).

En el estado de Veracruz tuvimos dos puntos de recolecta de anfibios 1) En la Reserva de
Biosfera Los Tuxtlas (sitio conservado) y otro 2) En el centro de Catemaco, en el
embarcadero (sitio antropizado). En el estado de Jalisco también hubo dos puntos de
recolecta de anfibios 1) En la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala (sitio conservado)
y otro en 2) en el pueblo Emiliano Zapata (sitio antropizado).

Analisis del cambio de uso de suelo en sitios conservados y antropizados

Adicionalmente para conocer el efecto que tiene la perturbacion del ambiente en la
presencia y asociacion entre parasitos, analizamos la perturbacion del ambiente en el sitio
considerado como conservado (Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas) y el sitio considerado
como antropizado (Embarcadero del pueblo de Catemaco), mediante un analisis geografico,
llamado “Clasificacioén no supervisada”.

Con el uso de imagenes satelitales (LandSat) y sistemas de informacion geografica
(ArcMap 10.3.1, QGis Browser 2.28.13 y ENVI). En ambos sitios, realizamos buffers de
500 m, 1 km, 6 km y 10 km para conocer el porcentaje de cambio de uso de suelo en ambos
sitios dependiendo de la escala de anélisis.

En cada buffer clasificamos el uso de suelo en diferentes clases (urbanizacion, agricultura,
cuerpos de agua y bosque), debido a que en las imagenes hubo pixeles donde no se lleg6 a
determinar el uso de suelo; también contemplamos una clasificacion llamada “sin
clasificacion”. El analisis de clasificacion no supervisada consiste en asignar una categoria
al uso de suelo por pixel y calcula mediante el nimero total de pixeles, el porcentaje de

pixeles que tiene cada clase en cada buffer que se analice (cuadros 11 y 12, figura 3).
Anélisis de datos

Con la finalidad de analizar a la comunidad de parasitos de una escala regional a una local,
primero analizamos en todos los sitios de muestreo a todas las especies de anfibios y a sus
parasitos. Después para analizar a nivel local a la comunidad de parasitos, seleccionamos a
la especie de anfibio mejor representada, tanto en un sitio conservado como en uno
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antropizado. Rhinella marina fue la especie tuvo el mayor numero de registros tanto en el
sitio conservado (Reserva de la Biosfera Los tuxtlas) como en el antropizado (Embarcadero
de Catemaco) en el estado de Veracruz.

El andlisis a escala local tuvo la finalidad de analizar de forma mas especifica las relaciones
que existen entre las especies de parasitos o entre las especies de parasitos y su habitat
(anfibio); asi como reducir factores de confusion que ocurren a niveles biogeograficos mas
grandes.

Para la realizacion del analisis de comunidades utilizamos las paqueterias Metacom (Dallas,
2014) y Biodiversity (Kindt and Coe, 2005) en el programa R (R Core Team, 2014) .
Realizamos el andlisis de la estructura de la comunidad con los modelos nulos 10 y rl los
cuales mantienen el acomodo de las filas sin modificar (presencia/ausencia de hospederos)
y cambian las columnas de forma aleatoria (presencia/ausencia de las especies de
parasitos). En especifico 10 llena las filas (presencia/ausencia de especies de pardsitos) en
cualquier lugar, sin tomar en cuenta las columnas (presencia/ausencia de hospederos). En el
caso de rl, usa las frecuencias marginales de las columnas (presencia/ausencia de
hospederos) como probabilidades.

Para conocer qué asociaciones se presentan entre las especies de parasitos; realizamos otro
analisis, basado en el valor de épsilon desarrollado por Stephens et al., 2009, donde
obtenemos un valor de probabilidad, el cual, cuando el resultado del valor de épsilon es
positivo, sugiere una relacion positiva; y cuando el resultado del valor de épsilon es
negativo, sugiere que no existe una asociacion entre las especies. El resultado es
significativo si no se encuentra en un rango de -1.9 a 1.9.

Para visualizar de mejor forma el valor de épsilon y las interacciones que existen entre las
especies de pardsitos, realizamos un analisis de redes por sitio de estudio, utilizando la
paqueteria igraph en los programas R (R Core Team, 2014) y Cytoscape (Shannon et al.,
2018).
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RESULTADOS
Resultados a escala regional
Diversidad de anfibios hospederos

En el cuadro 1 se presentan a las especies de anfibios y el nimero de individuos que se
recolectaron de cada especie, en el estado de Veracruz. Las especies mejor representadas
fueron Rhinella marina, Lithobates vaillanti y Eleutherodactylus rhodopsis y las que
tuvieron menor representacion fueron Incilius valliceps, Tlalocohyla picta e Hyla
manisorum.

Cuadro 1. Tamafio de muestra de cada especie de anfibio analizada en los dos sitios de muestreo en el estado
de Veracruz.

Veracruz
N Especie de anfibio Numero de individuos
1 Rhinella marina 115
2 Lithobates vaillanti 98
3 Eleutherodactylus rhodopis 85
4 Leptodactylus melanonotus 46
5 Smilisca cyanosticta 34
6 Lithobates berlandieri 29
7 Dendropsophus microcephalus 26
8 Incilius valliceps 16
9 Tlalocohyla picta 11
10 Hyla manisorum 9

En el cuadro 2 se presentan las especies de anfibios y el nimero de individuos que se
recolectaron de cada especie, en el estado de Jalisco. Las especies mejor representadas
fueron Rhinella marina y Tlalocohyla smithii y las menos representadas fueron Incilius
marmoreus y Agallychnis dacnicolor.

Cuadro 2. Tamano de muestra de las especies de anfibios analizadas en los dos sitios de recolecta en el
estado de Jalisco.

Jalisco
Especie de anfibio Nimero de individuos
Rhinella marina 49
Tlalocohyla smithii 22
Incilius marmoreus 19
Agallychnis dacnicolor 1
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Diversidad de parasitos

En el cuadro 3 se muestran a las especies de pardsitos y a las frecuencias registradas en las
especies de anfibios recolectados en los estados de Jalisco y Veracruz. En el cuadro 3 se
puede observar que las especies que tuvieron mayores frecuencias en los hospederos fueron
Aplectana incerta, Rhabdias fuelleborni y Cosmocerca podicipinus y las que tuvieron
menores frecuencias fueron Polystoma naevius, Parapharyngodon sp., Trematoda gen. sp

Cuadro 3. Frecuencia de las especies de parasitos presentes en 560 anfibios capturados en los estados de
Jalisco y Veracruz.

. - Frecuencia en diferentes
Especie de parésito

hospederos
Aplectana_incerta 198
Rhabdias_fuelleborni 186
Cosmocerca_podicipinus 117
Langeronia_macrocirra 84
Oswaldocruzia_sp 75
Haematoloechus_medioplexus 54
Oswaldocruzia_subulascaris 52
Physocephalus_sp. 50
Ochoterenella_digiticauda 49
Hannemania_mexicana 47
Centrorhynchus_sp 39
Glypthelmins_fascioi 31
Physaloptera_sp 30
Amblyomma_sp 25
Metacercaria_fam_gen_sp. 24
Rhabdias_elegans 20
Nematotaenia_dispar 17
Porrocaecum_sp. 16
Hannemania_hylae 14
Aplectana_itzocanensis 13
Gorgoderina_attenuata 12
Ascaroidea_gen_sp 9
Ascarops_sp. 9
Cistacanto_fam_gen_sp 9
Glypthelmins_californiensis 9
Mesocoelium_monas 9
Spiroxys_sp 7
Cephalogonimus_americanus 6
Clinostomum_complanatum 5
Acantocephala_gen_sp_cistacanto 3
Gorgoderina_parvicava 3
Rhabdias_tobagoensis 3
Strongyloides_sp 3
Subulascaris_falcaustriformis 3
Megalodiscus_sp. 2
Polystoma_naevius 2
Parapharyngodon_sp 1
Trematoda_gen_sp 1
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En el cuadro 4 se muestran a las especies de parasitos y a las frecuencias registradas en las
especies de anfibios recolectados en el estado de Jalisco. En el cuadro 4 se puede observar

que las especies que tuvieron mayores frecuencias en los hospederos fueron Physaloptera
sp., Rhabdias fuelleborni y Hannemania hylae.

Cuadro 4. Frecuencia de las especies de parasitos presentes en los 91 hospederos anfibios analizados en el
estado de Jalisco.

Frecuencia de las especies de parasitos en hospederos de Jalisco

Frecuencia en

Especie de parasito
P P diferentes hospederos

Physaloptera_sp 20
Rhabdias_fuelleborni 15
Hannemania_hylae 14
Centrorhynchus_sp 13
Aplectana_incerta 10
Ochoterenella_digiticauda 4
Acantocephala_gen_sp_cistacanto 3
Parapharyngodon_sp 1
Trematoda_gen_sp 1

En el cuadro 5 se muestran a las especies de pardsitos y a las frecuencias registradas en las
especies de anfibios recolectados en el estado de Veracruz. En el cuadro 5 se puede

observar que las especies que tuvieron mayores frecuencias en los hospederos fueron
Aplectana incerta, Rhabdias fuelleborni y Cosmocerca podicipinus.
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Cuadro 5. Frecuencia de las especies de parasitos presentes en 469 anfibios capturados en el estado de
Veracruz.

. L. Frecuencia en diferentes
Especie de parasito

hospederos
Aplectana_incerta 188
Rhabdias_fuelleborni 171
Cosmocerca_podicipinus 117
Langeronia_macrocirra 84
Oswaldocruzia_sp 75
Haematoloechus_medioplexus 54
Oswaldocruzia_subulascaris 52
Physocephalus_sp. 50
Hannemania_mexicana 47
Ochoterenella_digiticauda 45
Glypthelmins_fascioi 31
Centrorhynchus_sp 26
Amblyomma_sp 25
Metacercaria_fam_gen_sp. 24
Rhabdias_elegans 20
Nematotaenia_dispar 17
Porrocaecum_sp. 16
Aplectana_itzocanensis 13
Gorgoderina_attenuata 12
Physaloptera_sp 10
Ascaroidea_gen_sp 9
Ascarops_sp. 9
Cistacanto_fam_gen_sp 9
Glypthelmins_californiensis 9
Mesocoelium_monas 9
Spiroxys_sp 7
Cephalogonimus_americanus 6
Clinostomum_complanatum 5
Gorgoderina_parvicava 3
Rhabdias_tobagoensis 3
Strongyloides_sp 3
Subulascaris_falcaustriformis 3
Megalodiscus_sp. 2
Polystoma_naevius 2




Andlisis a escala regional de las comunidades de parasitos

En el cuadro 6 presentamos los resultados del analisis de comunidades a nivel regional
(todas las especies de parasitos en todos los sitios de estudio de los estados Jalisco y
Veracruz).

El resultado al analizar la coherencia, el recambio y el agrupamiento fue una estructura de
pérdida de especies en grupos en ambos casos.

Cuadro 6. Resultados a nivel regional del analisis de comunidades de parasitos en anfibios de los estados de
Jalisco v Veracruz.

Modelo nulo Coherencia Recambio Agrupamiento Estructura
r0 11.345 0.0007 -0.292 0.770 4.579 0 Pérdidade especies en grupos
rl 5.824 0.0005 -0.271 0.785 4.579 0 Pérdida de especies en grupos

En el cuadro 7 presentamos los resultados del analisis a nivel regional unicamente de los
registros obtenidos en el estado de Jalisco. Al evaluar la coherencia, el recambio y el
agrupamiento obtuvimos una estructura aleatoria.

Cuadro 7. Resultados a nivel regional del analisis de comunidades de parasitos de anfibios en el estado de
Jalisco.

Modelo nulo Coherencia Recambio Agrupamiento Estructura
ro 0.653 0.513 1507 0131 1.477 0 Aleatoria
rl 0.822 0.410 0.180  0.856 1.477 0 Aleatoria

En el cuadro 8 mostramos los resultados a nivel regional de los registros obtenidos en el
estado de Veracruz. Al evaluar la coherencia, el recambio y el agrupamiento obtuvimos una
estructura Clemensiana.

Cuadro 8. Resultados a nivel regional del analisis de comunidades de parasitos de anfibios en el estado de
Veracruz.

Modelo nulo Coherencia Recambio Agrupamiento Estructura
ro 11.854 0.0002  -2.956  0.003 4.148 0 Clemensiana
rl 7.046 0.0001  -2.313  0.020 4.148 0 Clemensiana
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Resultados a escala local

Andlisis a escala local de las comunidades de parasitos

Los resultados a nivel regional mostraron una estructura de pérdida de especies en grupos y
Clemensiana, las cuales sugieren que existen asociaciones entre las especies de pardsitos
y/o0 asociacion entre las especies de parasitos y hospederos. Con la finalidad de reducir los
factores de confusion debido a las condiciones ambientales en los diferentes sitios y a la
biologia de las diferentes especies de anfibios; seleccionamos a una especie de anfibio
llamada Rhinella marina (especie mejor representada) presente tanto en sitios conservados
como antropizados (n=164 individuos) en la que se registraron 17 especies de parasitos en
total.

En el cuadro 9 se muestra el tamano de muestra de la especie Rhinella marina en los
diferentes sitios de muestreo donde se recolectd, también se presentan los tamafos de
muestra por sitio, el nimero de individuos que fueron positivos, asi como los negativos y
las fechas en las que fueron recolectados.

Cuadro 9. Sitios y temporadas de muestreo de la especie Rhinella marina

Tamafio de Individuos Individuos
Temporada de muestreo

Sitio de muestreo muestra  Positivos Negativos
L L Noviembre del afio 1990
1 Estacion de Biologia Los Tuxtlas, Veracruz 50 41 9 Febrero y Junio de 1991
2 Embarcadero, Catemaco, Veracruz 65 65 0 Mayo de 1997
3 Poblado Emiliano Zapata Jalisco 49 32 17 Septiembre de 1995

En el cuadro 10 presentamos los resultados a nivel local de Rhinella marina en los estados
de Jalisco y Veracruz. Al evaluar la coherencia, el recambio y el agrupamiento obtuvimos
una estructura de pérdida de especies en grupos.

Cuadro 10. Resultados a escala local del anélisis de comunidades de parasitos de Rhinella marina en los
estados de Jalisco y Veracruz.

Modelo nulo Coherencia Recambio Agrupamiento Estructura
r0 6.09 0 0.57 0.56 4.66 0 Pérdida de especies en grupos
rl 2.81 0 -0.33 0.74 4.66 0 Pérdida de especies en grupos

Los resultados obtenidos del analisis de comunidades en parasitos de Rhinella marina en
Jalisco y Veracruz tuvieron una estructura de pérdida de especies en grupos, dando como
resultado que existen asociaciones entre las diferentes especies de parasitos.
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Para analizar las asociaciones entre las especies de parasitos y para conocer el efecto que
tiene la antropizacion del hébitat en ello; comparamos el sitio conservado contra el sitio
antropizado en el estado de Veracruz, ya que es el estado que tiene un mayor numero de
registros de Rhinella marina tanto en el sitio conservado como en el antropizado.

Andlisis del cambio de uso de suelo entre el sitio conservado y antropizado

Para conocer qué tan diferente es el uso de suelo en el sitio conservado (Reserva de la
Biosfera Los Tuxtlas) comparado con el sitio antropizado (embarcadero de Catemaco),
realizamos un analisis llamado “clasificacion no supervisada” el cual calcula por medio de

imagenes satelitales el porcentaje de uso de suelo en cada buffer a diferentes escalas (500
m, 1 km, 6 km, 10 km).

En el cuadro 11 y 12 presentamos los resultados del analisis en los diferentes buffers. En
negritas podemos observar los valores en el buffer realizado a 500 metros, el cual es el
buffer en el que se observa un mayor cambio en el uso de suelo entre los dos sitios.

Cuadro 11. Resultados del uso de suelo en buffers a 500m, 1 km, 6 km y 10 km en el sitio denominado
conservado (Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas).

CONSERVADO
Clases 500 m 1km 6 km 10km
Bosque 67.82 72.74 48.4 39.56
Zonas urbanas 4.09 4.92 7.04 6.45
Zonas agricolas 21.03 17.34 22.51 19
Cuerpos de agua 7.04 4.97 21.98 34.45
No clasificada 0.02 0.03 0.07 0.54

Cuadro 12. Resultados del uso de suelo en buffers a 500m, 1 km, 6 km y 10 km en el sitio denominado
antropizado (Embarcadero del pueblo de Catemaco).

ANTROPIZADO

Clases 500 m 1km 6 km 10 km
Bosque 31.28 42.14 39.64 47.40
Zonas urbanas 67.82 39.48 10.54 11.43
Zonas agricolas 0.89 4.68 18.89 21.89
Cuerpos de agua 0 13.63 30.87 18.69
No clasificada 0.01 0.07 0.06 0.59
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En la figura 1 mostramos de forma mas clara los valores obtenidos del uso de suelo en el
buffer de 500 metros tanto en el sitio conservado como en el antropizado. Utilizamos los
valores de ese buffer debido a que fue el buffer donde se observé un mayor cambio en el
porcentaje de uso de suelo entre ambos sitios.

Uso de suelo por sitio
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Figura 1. Porcentaje de uso de suelo en el sitio conservado y antropizado.
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Para conocer qué tan diferente es el sitio conservado contra el sitio antropizado, realizamos
la figura 2. Donde se muestra la composicion y la riqueza de especies de parasitos presentes
en Rhinella marina el sitio conservado y antropizado.

Parasitos en Rhinella marina
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Especies de parasitos

Figura 2. En las barras observamos 5 especies de parasitos (Cephalogonimus americanus, Cistacanto fam
gen sp, Haematoloechus medioplexus, Metacercaria fam gen sp y Oswaldocruzia subulascaris) presentes
unicamente en el sitio conservado con menor frecuencia y 8 especies de parasitos (Amblyomma sp.,
Ascaroidea gen sp., Centrorhynchus sp., Langeronia macrocirra, Nematotaenia dispar, Oswaldocruzia sp.,
Physaloptera sp., Physocephalus sp.) presentes unicamente en el sitio perturbado con mayores frecuencias.

Unicamente 4 especies de parasitos estuvieron presentes en ambos sitios (Aplectana incerta, Mesocoelium
monas, Ochoterenella digiticauda y Rhabdias fuelleborni).
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En la figura 3 mostramos de forma separada a las especies de parasitos que estuvieron
presentes en el sitio conservado, en el sitio antropizado y en ambos sitios.

Figura 3. Especies de parasitos registrados en Rhinella marina en el sitio conservado, antropizado y parasitos
registrados en ambos sitios. Los parasitos que infectaron a un mayor nimero de individuos estan presentes en
ambos sitios. El sitio antropizado presentd un mayor numero de especies de parasitos a diferencia del sitio

conservado.
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Efecto de la antropizacion en las asociaciones entre parasitos

Con la finalidad de conocer la asociacion entre las especies de parasitos presentes tanto en
el sitio conservado como en el sitio antropizado, utilizamos la formula de épsilon y su valor
de score para conocer si existe una relaciéon positiva o negativa y si esa relaciéon es

significativa.

En el cuadro 13 podemos observar a las especies de parasitos presentes en el sitio
antropizado, su valor de épsilon y de score. Los tres primeros pares de especies que estan
marcadas en negritas son las especies que tuvieron asociaciones positivas y que fueron

significativas.
ANTROPIZADO

Especie 1 Especie 2 Epsilon Score
Physocephalus_sp. Ascaroidea_gen_sp 3.04 2.18
Centrorhynchus_sp Physaloptera_sp 2.33 2.08
Langeronia_macrocirra Ochoterenella_digiticauda 2.33 1.00
Nematotaenia_dispar Centrorhynchus_sp 1.68 0.00
Rhabdias_fuelleborni Ochoterenella_digiticauda 1.49 0.00
Oswaldocruzia_sp Amblyomma_sp 1.49 0.73
Ascaroidea_gen_sp Physaloptera_sp 1.35 1.03
Ascaroidea_gen_sp Langeronia_macrocirra 1.20 0.52
Langeronia_macrocirra Physaloptera_sp 0.91 0.72
Nematotaenia_dispar Langeronia_macrocirra 0.81 0.27
Langeronia_macrocirra Centrorhynchus_sp 0.77 0.00
Langeronia_macrocirra Mesocoelium_monas 0.77 0.00
Physocephalus_sp. Amblyomma_sp 0.71 0.33
Langeronia_macrocirra Rhabdias_fuelleborni 0.67 0.18
Mesocoelium_monas Ochoterenella_digiticauda 0.66 0.66
Physocephalus_sp. Langeronia_macrocirra 0.58 0.22
Nematotaenia_dispar Aplectana_incerta 0.55 0.16
Ascaroidea_gen_sp Amblyomma_sp 0.48 0.29
Physocephalus_sp. Aplectana_incerta 0.44 0.14
Nematotaenia_dispar Ochoterenella_digiticauda 0.43 0.16
Amblyomma_sp Physaloptera_sp 0.37 0.25
Aplectana_incerta Centrorhynchus_sp 0.35 0.00
Aplectana_incerta Mesocoelium_monas 0.35 0.00
Amblyomma_sp Ochoterenella_digiticauda 0.33 0.11
Physocephalus_sp. Ochoterenella_digiticauda 0.32 0.14
Oswaldocruzia_sp Aplectana_incerta 0.32 0.13
Rhabdias_fuelleborni Aplectana_incerta 0.31 0.18
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Centrorhynchus_sp
Mesocoelium_monas
Physaloptera_sp
Mesocoelium_monas
Rhabdias_fuelleborni
Nematotaenia_dispar
Centrorhynchus_sp
Mesocoelium_monas
Ascaroidea_gen_sp
Physocephalus_sp.
Ochoterenella_digiticauda
Physaloptera_sp
Centrorhynchus_sp
Langeronia_macrocirra
Nematotaenia_dispar
Nematotaenia_dispar

0.30
0.29
0.26
0.24
0.23
0.21
0.20
0.19
0.16
0.06
0.03
-0.03
-0.08
-0.12
-0.13
-0.19
-0.25
-0.32
-0.32
-0.35
-0.35
-0.38
-0.43
-0.48
-0.48
-0.57
-0.60
-0.65
-0.65
-0.79
-0.79
-0.85
-0.85
-0.92
-1.03
-1.05
-1.22
-1.31
-1.34

0.09
0.13
0.00
0.08
0.11
0.07
0.13
0.05
0.07
0.06
0.04
-0.04
-0.05
-0.03
0.00
-0.10
-0.08
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
-0.12
0.00
0.00
-0.59
0.00
-0.30
-0.66
0.00
0.00
0.00
0.00
-0.66
-1.04
0.00
-0.86
0.00
-1.29

Cuadro 13. Asociaciones de parasitos en el sitio antropizado, su valor de épsilon y score.
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En el cuadro 14 podemos observar a las especies de parasitos presentes en el sitio
antropizado, su valor de épsilon y de score. Los tres primeros pares de especies que estan
marcadas en negritas son las especies que tuvieron asociaciones positivas y que fueron
significativas y las tres Gltimas marcadas también en negritas fueron asociaciones negativas

que fueron significativas.

CONSERVADO

Especie 1
Aplectana_incerta
Mesocoelium_monas
Cistacanto_fam_gen_sp
Aplectana_incerta
Metacercaria_fam_gen_sp.
Aplectana_incerta
Oswaldocruzia_subulascaris
Metacercaria_fam_gen_sp.
Haematoloechus_medioplexus
Cistacanto_fam_gen_sp
Cephalogonimus_americanus
Cistacanto_fam_gen_sp
Cephalogonimus_americanus
Cephalogonimus_americanus
Oswaldocruzia_subulascaris
Cephalogonimus_americanus
Metacercaria_fam_gen_sp.
Metacercaria_fam_gen_sp.
Haematoloechus_medioplexus
Cistacanto_fam_gen_sp
Cephalogonimus_americanus
Metacercaria_fam_gen_sp.
Haematoloechus_medioplexus
Cistacanto_fam_gen_sp
Cephalogonimus_americanus
Haematoloechus_medioplexus
Cistacanto_fam_gen sp
Cephalogonimus_americanus
Haematoloechus_medioplexus
Cephalogonimus_americanus
Metacercaria_fam_gen_sp.
Metacercaria_fam_gen_sp.
Mesocoelium_monas

Especie 2
Mesocoelium_monas
Oswaldocruzia_subulascaris
Oswaldocruzia_subulascaris
Oswaldocruzia_subulascaris
Aplectana_incerta
Ochoterenella_digiticauda
Ochoterenella_digiticauda
Rhabdias_fuelleborni
Rhabdias_fuelleborni
Rhabdias_fuelleborni
Rhabdias_fuelleborni
Haematoloechus_medioplexus
Haematoloechus_medioplexus
Cistacanto_fam_gen_sp
Rhabdias_fuelleborni
Metacercaria_fam_gen_sp.
Haematoloechus_medioplexus
Cistacanto_fam_gen_sp
Mesocoelium_monas
Mesocoelium_monas
Mesocoelium_monas
Mesocoelium_monas
Ochoterenella_digiticauda
Ochoterenella_digiticauda
Ochoterenella_digiticauda
Aplectana_incerta
Aplectana_incerta
Aplectana_incerta
Oswaldocruzia_subulascaris
Oswaldocruzia_subulascaris
Ochoterenella_digiticauda
Oswaldocruzia_subulascaris
Ochoterenella_digiticauda

Epsilon
2.63
2.26
2.12
1.92
1.39
1.11
0.91
0.12
0.08
0.08
0.08
-0.14
-0.14
-0.14
-0.14
-0.20
-0.20
-0.20
-0.25
-0.25
-0.25
-0.35
-0.38
-0.38
-0.38
-0.38
-0.38
-0.38
-0.40
-0.40
-0.54
-0.58
-0.67

Score
2,51
1.65
1.95
1.30
1.39
0.90
0.74
0.09
0.09
0.09
0.09
0.00
0.00
0.00

-0.06
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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Rhabdias_fuelleborni Aplectana_incerta -3.40 -2.15
Rhabdias_fuelleborni Ochoterenella_digiticauda -3.40 -2.15
Rhabdias_fuelleborni Mesocoelium_monas -3.75 -3.14

Cuadro 14. Especies de parasitos presentes en el sitio Conservado, su valor de épsilon y score.

Analisis de redes de las asociaciones entre parasitos

Basados en el valor de épsilon elaboramos los siguientes analisis de redes para visualizar de
forma mas clara las asociaciones entre las especies de parasitos.

En la figura 4 observamos que los enlaces mas grandes y obscuros son las especies de
parésitos que tuvieron los valores més altos de €épsilon y también se puede observar que el
tamafo de los nodos representa la conectividad que tiene cada especie de parasito. En esta
imagen los nodos tienen un tamafio similar.

Figura 4. Especies de parasitos presentes en el sitio antropizado. El tamafio y color de los enlaces que
conectan entre uno y otro nodo representan el valor de épsilon, entre mas obscuro y mas ancho sea el enlace,
es mayor el valor de épsilon. El tamafio de los nodos representa la conectividad que tiene cada especie de
parésito con otros parasitos.
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En la figura 5 observamos que los enlaces mas grandes y obscuros son las especies de
parasitos que tuvieron los valores més altos de €psilon y también se puede observar que el
tamafio de los nodos representa la conectividad que tiene cada especie de pardsito. En esta
imagen los nodos tienen un tamafio diferente dependiendo de la especie de parésito.

Figura 5. Especies de parasitos presentes en el sitio conservado. El tamafio y color de los enlaces que
conectan entre uno y otro nodo representan el valor de épsilon, entre mas obscuro y mas ancho sea el enlace,
es mayor el valor de épsilon. El tamafio de los nodos representa la conectividad que tiene cada especie de
parasito con otros parasitos.
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DISCUSION Y CONCLUSION

La presente investigacion es la primera en su tipo en abordar el estudio de las interacciones
entre las especies pardsitos en anfibios mexicanos en sitios conservados y antropizados con
la aproximacién de la ecologia de comunidades y mediante andlisis probabilisticos.

Los resultados a nivel regional de la estructura de las comunidades de parasitos en Jalisco y
Veracruz mostraron una estructura de “pérdida de especies en grupos”. Este tipo de
estructura segun Presley et al., (2010) se debe a que existen grupos de especies que se
mantienen juntas. Esto se puede deber a las condiciones bidticas y abidticas en los sitios de
estudio como la temperatura, humedad, cuerpos de agua, vegetacion, hospederos
intermediarios etc. que propicien que ciertas especies de pardsitos crezcan y se desarrollen
mas en un sitio que en otro (Krasnov et al., 2001, Gehman et al., 2018, Buss and Hua,
2018). Otro factor por considerar son los hospederos, las diferentes especies de anfibios
presentes en Veracruz no son las mismas que estan presentes en Jalisco y la biologia de
cada especie de anfibio es un reflejo de las preferencias que tienen en cuanto a sus habitos y
al tipo de alimentaciéon. En consecuencia, puede hacerlos mas propensos a adquirir
diferentes especies de parasitos dependiendo del sitio, las condiciones ambientales y de la
especie de anfibio de la que se trate (Caviedes-Solis and Leaché, 2018, Ali et al., 2018).

Acerca de los resultados obtenidos a nivel regional en el estado de Jalisco obtuvimos una
estructura “aleatoria”. Segun Presley et al., (2010) y (Suzéan et al., 2015) mencionan que
este tipo de estructura se presenta cuando las especies responden de forma diferente a un
gradiente ambiental o también argumentan que esto puede ocurrir cuando las especies no
tienen una afinidad por algin sitio en particular o por las condiciones presentes en €sos
sitios.

A nivel regional la estructura de la comunidad de parésitos de Veracruz tuvo una estructura
Clemensiana y basados en Clements (1916), Presley et al., (2010) y Suzén et al., (2015)
sugieren que ¢éste tipo de estructuras se forman cuando existen ecotonos o regiones
biogeograficas diferentes y coincide con nuestros datos, pues los registros analizados
provienen de sitios con caracteristicas biodticas y abidticas diferentes. Uno de ellos fue un
sitio conservado (Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas) y uno antropizado (Embarcadero de
Catemaco) en Veracruz y otro sitio antropizado (centro del pueblo Emiliano Zapata) en
Jalisco. Otra posibilidad puede deberse a que en nuestros datos se presente una
especificidad parasito-hospedero como lo reportado en la investigacion de Cooper et al.,
(2012).

Nuestros resultados sugieren que si existen asociaciones entre parasitos y hospederos. Lo
cual se puede deber a que hay especies de anfibios como Tlalocohyla smithii o Incilius
marmoreus y especies de parasitos (Parapharyngodon sp. y Hannemania hylae) que
unicamente estuvieron presentes en Jalisco y no en los otros dos sitios de muestreo en el
estado de Veracruz. En el caso de Veracruz, especies de anfibios como Lithobates vaillanti
o Leptodactylus melanonotus o parasitos como Langeronia macrocirra o Haematoloechus
medioplexus solo estuvieron presentes en ese estado y no en Jalisco. El estudio puede
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reflejar cierta especificidad de parasitos y hospederos por cierto habitat como lo reportan
algunas investigaciones (Caviedes-solis and leaché, 2018; Ali et al., 2018).

En el estudio de Lewinsohn et al. (2006) reportaron algo similar, una estructura
Clamensiana. En su analisis ellos incluyeron registros de plantas e insectos y atribuyeron
esa estructura a la interaccion que existia entre ciertas especies de plantas e insectos.

Con la finalidad de descartar factores de confusion biologicos (asociados a la biologia de
cada especie de anfibio), decidimos centrarnos en las asociaciones entre parasitos en una
especie de anfibio; para ello realizamos un analisis a nivel local, utilizando como modelo a
la especie de anfibio (R. marina), la mejor muestreada, presente tanto en sitios conservados
como antropizados. Realizamos un andlisis para conocer la diferencia en la perturbacion del
ambiente entre ambos sitios y encontramos que en el sitio conservado dominaron las zonas
con bosque y en el sitio antropizado dominaron las zonas urbanas por lo que el uso de suelo
en ambos sitios fue completamente diferente.

Los resultados a escala local mostraron una estructura de “pérdida de especies de parasitos
en grupos”, lo cual, puede deberse a que la asociacion que se presenta entre los hospederos
capturados en los diferentes sitios. A las diferencias o similitudes en las condiciones a las
que estan expuestos los individuos de la especie R. marina en los sitios de recaptura, por
ejemplo, al tipo de alimentacidon o al contacto con diferentes hospederos intermediarios
(Gustafson et al., 2018). Por otra parte, también se pueden presentar o no se descartan
asociaciones entre parasitos como eventos de facilitacion o exclusion (Leibold et al., 2004).

Con respecto al andlisis por medio de épsilon, obtuvimos en el sitio antropizado tres
asociaciones que fueron significativas positivas las cuales estan relacionadas por especies
de parasitos 1) en las que los anfibios fungen como hospederos paraténicos
(Centrorhynchus sp, y Physaloptera sp.); 2) en las que los anfibios son hospederos
definitivos (Langeronia macrocirra y Ochoterenella digiticauda) y; 3) en las que los
anfibios son hospederos accidentales (Physocephalus sp. y Ascaroidea gen. sp.).
Particularmente en el caso de Ascaroidea gen. sp. no se sabe si es hospedero definitivo,
paraténico o accidental porque no fue posible realizar su determinacion taxonomica.

En el analisis de épsilon en el sitio conservado encontramos tres asociaciones positivas
significativas, dos de ellas estan asociadas con una especie de nematodo y una de trematodo
y los anfibios son hospederos definitivos: (Aplectana incerta y Mesocoelium monas) y
(Mesocoelium monas y Oswaldocruzia subulascaris) y una relacion entre una especie de
nematodo y un acantocéfalo (Oswaldocruzia subulascaris y Cistacanto fam gen sp.); en
esta asociacion solo en el caso del nematodo Oswaldocruzia subulascaris se conoce que los
anfibios son hospederos definitivos.

En el sitio conservado también obtuvimos tres asociaciones significativas negativas que
estuvieron dominadas por asociaciones entre nemdatodos en las que los anfibios son
hospederos definitivos (Rhabdias fuelleborni y Aplectana incerta) y (Rhabdias fuelleborni
y Ochoterenella digiticauda) y otra asociacion de un nematodo con un trematodo en los que
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los anfibios también son hospederos definitivos para ambos (Rhabdias fuelleborni y
Mesocoelium monas).

Con respecto a la diferencia en diversidad de parasitos presente en el sitio conservado y
perturbado, podemos interpretar que, en este caso, el ambiente antropizado favoreci6 el
parasitismo aumentando su riqueza y abundancia en los hospederos. Algunas
investigaciones han encontrado que la destruccion y perturbacion del hébitat tienen un
efecto en la presencia, transmision (Bradley and Altizer, 2007, Lehrer and Schooley, 2010)
y en las interacciones huésped parasito (Koprivnikar et al., 2012).

En nuestra investigacion a diferencia de Marcogliesea et al., (2009) encontramos mayor
riqueza en el sitio antropizado que en el conservado; esta diferencia puede deberse a que su
sitio de muestreo perturbado fue una zona agricola y en nuestro caso fue en un
embarcadero, posiblemente esas diferencias se deban a los tipos de perturbacion del
ambiente o a los factores bidticos o abiodticos, que permiten que los parasitos se desarrollen
(Caviedes-Solis and Leach¢, 2018, Ali et al., 2018).

Investigaciones que se han enfocado en parasitos con ciclos de vida especializados o
complejos, sustentan que estos son especialmente sensibles a los disturbios en el ambiente
(Lafferty and Holt, 2003, Koprivnikar et al., 2012), lo anterior coincide con nuestra
investigacion con las especies de parasitos Cephalogonimus_americanus y
Haematoloechus_medioplexus.

Acerca de las cuatro especies de parasitos (Aplectana incerta, Mesocoelium monas,
Ochoterenella digiticauda y Rhabdias fuelleborni) que estuvieron presentes tanto en el sitio
conservado como perturbado, pudo deberse a que esas especies son resistentes a la
perturbacion. Se puede explicar en el caso de Aplectana incerta y Rhabdias fuelleborni a
que tuvieron los requerimientos ambientales de temperatura y humedad necesarios en
ambos sitios para desarrollarse y reproducirse con una alta frecuencia en los hospederos
(Krasnov et al., 2001, Gehman et al., 2018).

Las altas frecuencias que se presentaron en las dos especies (Aplectana incerta y Rhabdias
fuelleborni) pueden atribuirse a que son especies que no dependen de hospederos
intermediarios para completar su ciclo de vida y por ello es mas fécil para ellas mantenerse
en los hospederos. Mesocoelium monas y Ochoterenella digiticauda son especies que
necesitan hospederos intermediarios para llegar a los anfibios; esto nos puede dar
informacion acerca de que en ambos sitios tanto moluscos como mosquitos pueden ser
abundantes y estar transmitiendo parasitos a los anfibios.

Mesocoelium monas tuvo mayor frecuencia en los hospederos del sitio conservado, lo cual
puede deberse a que en este sitio podemos encontrar mayor cantidad de moluscos atribuido
esto, principalmente a las caracteristicas del habitat (vegetacion, temperatura, humedad,
tipo de sustrato, etc) presentes en el sitio conservado (Wong and Bundy, 1985, Freitas,
1958, Bursey et al., 20006).
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Con respecto a Ochoterenella digiticauda se conoce que necesita a un hospedero
intermediario hematofago para llevar a cabo su transmision y lo que encontramos fue que
en sitios perturbados, la frecuencia de Ochoterenella fue mayor que en el sitio conservado;
se puede interpretar que en el sitio perturbado, la presencia de mosquitos hematofagos es
mayor que en el sitio conservado; ademas nos puede estar brindando informacion acerca de
la funcion que tiene la diversidad en el impacto de las enfermedades (Schmidt and Ostfeld,
2001) y en la importancia que tienen las especies de anfibios al consumir a los vectores
hematofagos, realizando su funcién como controlador de plagas (Ali et al., 2018) o como
amortiguadores de enfermedades como las que transmiten algunos vectores hematofagos
(Dengue, Zika o Chikungunya) a los humanos (Rodriguez-Morales et al., 2016).

Nuestros resultados muestran la importancia de considerar en el mismo estudio el analisis a
diferentes escalas; descartando factores de confusidon y teniendo una aproximacion mas
global acerca de los procesos que intervienen en las relaciones parésito-hospedero mediante
analisis que se pueden complementar llegando a integrar un conocimiento mas detallado.

En general encontramos que en el sitio antropizado la riqueza y abundancia de parasitos fue
mayor. La composicion de especies cambid en ambos sitios, inicamente cuatro parasitos
estuvieron presentes en el sitio conservado y en el antropizado y las asociaciones
significativas encontradas entre las especies de parasitos fueron mayores en el sitio
conservado. El sitio antropizado tuvo un mayor nimero de asociaciones positivas que el
sitio conservado.

Finalmente, para entender mejor qué factores biodticos y abioticos de sitios antropizados y
conservados favorecen que ciertas especies de parasitos se desarrollen y si las asociaciones
positivas y negativas significativas que encontramos se mantienen tanto en el laboratorio
como en vida libre, sugerimos llevar a cabo estudios experimentales e investigaciones que
recolecten datos de vida libre, a mayor escala, analizando un mayor nimero de especies de
anfibios, de sitios conservados y antropizados.

En conclusidon, consideramos que conocer, interpretar y predecir asociaciones entre
parasitos y hospederos puede ayudar contribuir en el conocimiento acerca de las relaciones
parasito-hospedero. Aunado a estudiar el efecto de la perturbacion del ambiente, puede
brindarnos una idea mas clara acerca de cémo los anuros responden a los cambios en su
habitat, contribuyendo a generar mayor evidencia acerca del efecto que tienen sobre ellos
dichos cambios y finalmente teniendo la posibilidad de proponer estrategias de
conservacion para muchas especies de anfibios.
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CONCLUSIONES

En el capitulo 1 reportamos por vez primera a la especie Hannemania mexicana en el
estado de Veracruz infestando a las especies Lithobates brownorum vy Lithobates
vaillanti. La especie de anfibio que presentd los mas altos niveles de infestacion fue
Lithobates berlandieri y también presentamos la variacion morfoldgica encontrada en
los especimenes analizados de Hannemania mexicana con la serie tipo. En el capitulo 2
reportamos por primera vez al acaro Hannemania hylae y al hongo Batrachochytrium
dendrobatidls parasitando a 7/alocohyla smithii en la Reserva de la Biosfera Chamela
Cuixmala. No encontramos ninguna asociacion entre los acaros y la presencia del
hongo. Mostramos que las variables del ambiente mas relacionadas a la presencia de los
acaros fueron diferentes a las del hongo. No detectamos individuos positivos a la
presencia de Ranavirus sin embargo, esta investigacion es la primera en analizar la
presencia de Ranavirus en anfibios anuros de vida libre en México. En el capitulo 3
mediante analisis ecoldgicos y probabilisticos encontramos que existen asociaciones
entre parasito y hospedero y entre las especies de parasitos, mostramos que el cambio
de habitat de los anfibios influye en la biodiversidad, co-ocurrencia y asociaciones que

se presentan entre las especies de parasitos.

En general esta investigacion contribuye con nuevos registros de paréasitos presentes en
diferentes especies de anfibios mexicanos, genera informacién acerca de los factores
bidticos y abidticos que estan involucrados en las infecciones parasitarias y evidencia las
asociaciones parasitarias que se estan presentando en anfibios mexicanos en diferentes

tipos de habitats.
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