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Resumen

Palabras Clave: Batrachochytrium dendrobatidis, Bd, Hyliolla regilla, Altitud,
Temperatura

El hongo patégeno quitrido Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd), es de los principales factores responsables de la disminucion de
especies de anfibios a escala mundial. Los impactos del hongo se ven
fluctuados por variables tanto bidticas como abioticas. Diversos estudios
han encontrado que la temperatura tiene un papel importante en la
ecologia de la infeccion debido a la naturaleza ectotérmica del huésped
anfibio. Con el fin de evaluar si existe una dependencia de la temperatura
con las cargas zoosporicas y prevalencia de Bd en una especie huésped
tolerante en el norte de la peninsula de Baja California, monitoreamos tres
poblaciones de la rana Hyliola regilla a distintas elevaciones durante
cuatro temporadas del afio. Se analizaron frotis de piel de 217 individuos
por medio de PCR de tiempo real, de los cuales 107 arrojaron una
infeccion por Bd sin embargo sintomas de quitridiomicosis no fueron
observados en ningdn sitio, confirmando el estatus de especie tolerante
de Hyliola regilla. Los resultados del estudio indican que: 1)
efectivamente la temperatura y altitud parecen estar jugando un papel
importante en la prevalencia de Bd en Hyliola regilla; y 2) temperatura 'y
altitud no parecen estar jugando un papel en la carga zoospérica de Bd en

Hyliolla regilla.
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Introduccion

Actualmente los anfibios son el grupo de vertebrados mas vulnerable ante
la pérdida de biodiversidad, ya que presenta declives de poblaciones a tasas mas
rapidas que los mamiferos, aves, reptiles y peces (Stuart, et al., 2004). Durante
afios dicha perdida se atribuia a la contaminacion, dafios por ganado y
destruccion de habitat (Hayes y Jennings, 1986; Taylor et al., 1999); sin embargo,
los procesos de alteracion y destruccion del habitat no explicaban de forma
satisfactoria la rapida desaparicion de anfibios en algunos sitios, puesto que
algunos organismos muertos se encontraban en areas con minimas 0 escasas
evidencias de impacto antropogénico (Berger et al., 1998; Mahony, 1996;
Richards et al., 1994). Fue por esto que se comenzd a sospechar que ciertas
enfermedades podrian ser un factor importante en la disminucion de poblaciones
de anfibios en algunas regiones. Patogenos tales como virus, bacterias, parasitos,
gusanos, oomicetos y hongos al parecer son agentes importantes del declive de
anfibios (Berger et al., 1998; Blaustein et al., 1994; Jancovich et al., 1997). No
obstante estudios subsecuentes han revelado que el hongo patégeno
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) (Longcore et al., 1999) es el factor
principal del gran declive.

Hoy en dia se conoce que el ciclo de infeccion de Bd comienza en las
capas superficiales queratinizadas de la epidermis de los anfibios (conocido como
estrato corneo y estrato granuloso) causando un engrosamiento, lo cual

eventualmente ocasiona la muerte del individuo (Mazzoni et al., 2003; Weldon



et al., 2004). A la fecha no se sabe exactamente el proceso mediante el cual el
hongo mata a sus hospederos anfibios, pero se hipotetiza que es a través de la
interrupcién de la funcién normal de la piel (Campbell et al., 2012; Voyles et al.,
2011). Debido a que un aumento en el grosor del estrato corneo (hormalmente se
encuentra dentro de las 2 y 5 pum) a ~60um interrumpiria la regulacion de la
respiracion, el agua y los electrolitos, dado que la piel de los anfibios juega un
papel crucial en su fisiologia (Berger et al., 1998).

Los principales sintomas asociados con la infeccion de Bd son la
hiperqueratinizacion, decoloracion, ulceracion, erosion del estrato corneo de la
piel y modificacion del comportamiento natural del anfibio (e.g. postura anormal,
debilidad, inactividad motora y pérdida del reflejo de enderezamiento) (Daszak,
etal., 1999). Dichos sintomas son dificiles de observar en etapas iniciales, ya que
se presentan en las ultimas semanas antes de que el individuo muera. El
diagnostico de la infeccidn es posible mediante la amplificacion molecular via
PCR de marcadores especificos de Bd en anfibios adultos; mientras que en
renacuajos el diagnéstico también se puede realizar mediante la tincion de las

zoosporas infectando las partes bucales.

El origen geografico de Bd sigue siendo un debate, a la fecha dos hipétesis
son las principales: 1) la hipotesis del patdgeno endémico (Rachowicz, et al.,
2005), que expresa la patogenicidad endemica de Bd, y que su reciente accion
sobre la poblacion de anfibios se debe a los recientes cambios en el ambiente, la
cual la describe como una enfermedad emergente y; 2) la del patdégeno incipiente,

que propone que el hongo es de origen reciente y se ha extendido hacia nuevas
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areas geograficas (Daszak et al., 2000).

En la actualidad se conocen cinco linajes geneticos divergentes de Bd,
Bd-GLP, Bd-CH, Bd-CAPE, Bd-Asia y Bd-Brazil. Entre ellos, el Bd-GLP
(Linage Panzootico Global global, por sus siglas en inglés), se encuentra
distribuido a nivel mundial. Este linaje es de naturaleza emergente y de
caracteristicas hipervirulenta y se cree es el responsable principal de los declives
de anfibios por Bd a nivel mundial (Farrer, et al., 2011). Los otros cuatro linajes
se caracterizan por ser menos virulentos (Farrer, et al., 2011; Goka, et al., 2009;

Martel, et al., 2014).

Se ha observado que la biologia misma de los anfibios puede desprender
pequefias variaciones en la susceptibilidad de Bd, observando una mayor
susceptibilidad en individuos post-metamorficos (Bakar et al., 2016; Adams
etal., 2017; Knapp et al., 2011), y una mayor prevalencia en los machos de Rana
boylii (EE.UU.), lo cual se hipotetiza es debido a factores conductuales o

fisioldgicos (Adams, et al., 2017).

En la actualidad diversos estudios se enfocan en determinar los factores
que se encuentran asociados a la prevalencia y grado de infeccién de Bd, ya que
es de vital importancia conocer la ecologia de la infeccion, con el fin de controlar
la enfermedad. Por ejemplo, algunos estudios han encontrado que la destruccién
de habitat, introduccion de especies exoticas, calentamiento global, entre otros,

parecen jugar un rol en la ecologia de la enfermedad (Blaustein et al., 2005;



Burrowes, Joglar, y Green, 2004). Mientras que otros estudios han demostrado
que temperaturas extremas parecen jugar un papel importante en la prevalencia
y mortalidad de los individuos infectados (Lips et al., 2008; Pounds et al., 2006;
Venesky et al., 2014). Debido a que los anfibios son ectotérmicos y la infeccion
por Bd es epidérmica, no es de sorprenderse que el ambiente tenga una fuerte

influencia sobre la infeccién de Bd.

Batrachochytrium dendrobatidis crece dentro de una amplia gama de
temperaturas (4-28°C) O&ptimamente de 17-25°C. Esta amplia tolerancia
ambiental puede explicar la amplia extension de habitat adecuado de Bd
(Piotrowski et al., 2004). A temperaturas por debajo de los 10°C o superiores a
28°C el crecimiento del hongo no es favorecido y tanto los esporangios, como
las zoosporas llegan a morir por desecacion (Berger 2001; Woodhams et al.,
2003), aunque se cree que a bajas temperaturas tiene el mismo funcionamiento.
La capacidad de persistir e incluso de crecer lentamente a 4°C permitiria a Bd
pasar el invierno en sus huéspedes, incluso en climas templados de latitudes
medias, donde las temperaturas de los ambientes acuaticos son bajas. A medida
que las temperaturas aumentan en el ambiente, el quitrido entonces puede

reproducirse rapidamente (Piotrowski, et al., 2004).

Esta demostrado que la humedad y el fotoperiodo pueden influir en la
estacionalidad de los hongos saprobios (que obtienen sus nutrientes a partir de
materiales organicos inertes) (Merrow et al., 2001; Talley et al., 2002), al igual

el fotoperiodo y los ritmos endogenos influyen en la estacionalidad de la
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inmunidad del huésped (Dowell 2001). Es por eso que los cambios estacionales

distintos de la temperatura deben considerarse.

De igual manera el factor altitud también juega un papel importante en la
biologia de la enfermedad. En zonas templadas, los brotes pueden ocurrir en las
areas montariosas en los meses mas calidos (Bosch et al., 2001) o en las tierras
bajas durante el invierno (Bradley et al., 2002; Piotrowski et al., 2004). Estudios
en areas montafiosas en Centroamérica, Sudamérica (Brem y Lips 2008) y
Australia (Retallick et al., 2004; Woodhams y Alford, 2005), han presenciado

algunas de las mortandades mas dramaticas registradas a la fecha.

Actualmente solo un par de estudios se han enfocado a estudiar
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) en Baja California (Frias-Alvarez et al.,
2010; Peralta Garcia, 2017), en los cuales la relacion Bd-altitud ha sido evaluada

en la especie Rana draytonii (Peralta Garcia, 2017).

En este trabajo se evalud la carga zoosporica y prevalencia del hongo
Batrachochytrium dendrobatidis en la rana nativa (Hyliolla regilla) como
reservorio y su relacion con las estaciones climaticas y altitud en tres poblaciones

del noroeste de Baja California.



Antecedentes

Al final de la década 1990-2000, las convenciones de herpetologia de
diversos paises concluyeron que las poblaciones de anfibios se encontraban en
un proceso de drastico declive poblacional a escala global (Primer Congreso
Mundial de Herpetologia, Canterbury, Inglaterra, 1989). Dos afios después se
atribuyeron dichos efectos al hongo Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore,
etal., 1999), causante principal de los declives observados en Australia y Panama
en 1998 (Berger et al., 2004). Desde entonces el hongo se ha encontrado entre
individuos muertos, moribundos e incluso sanos en América, Africa, Europa
(Berger, et al., 2004), Indonesia (Kusrini et al., 2008) y Japon (Goka, et al.,

2009).

México no es la excepcion en este declive masivo de anfibios a causa del
hongo, ya que se han registrado casos positivos; la muerte de algunas especies ha
sido evidenciada en diversos estados de la republica (Frias-Alvarez et al., 2010;
Herndndez R. 2017; Lips et al., 2004; Mendoza-Almeralla et al., 2015). En Baja
California existen reportes del hongo en diversas poblaciones de anfibios, tanto
endémicos como exo6ticos. Sin embargo, la patologia asociada con la enfermedad
no ha sido observada (Peralta-Garcia, 2017). Trabajo de campo realizado en el
norte de Baja California, México y sur de Oaxaca y Tabasco, durante el verano

y otofio de 2005, y el verano, otofio e invierno de 2006 conducidos por Frias
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Alvarez et al., 2010 arrojaron resultados de cero prevalencia para Baja California
en individuos de Hyliola cadaverina (0 individuos infectados/3 individuos
muestreados) e Hyliola regilla (0/18) (Frias-Alvarez, et al., 2008). De manera
posterior, Peralta-Garcia (2017) detectd la presencia de Bd en especies tanto
nativas como exoticas, tales como Anaxyryus boreas, A. californicus, Hyliola
cadaverina, H. regilla, Rana draytonii y Lithobates catesbeianus, pero en dicho
estudio no se analizaron datos correspondientes a las variables que pueden estar

influyendo en la prevalencia o carga zoospdrica de Bd en la region.

Diversos estudios han mostrado que algunas especies parecen ser
portadoras tolerantes del hongo, y mantienen una infeccién subclinica (Daszak
etal., 2004; Fisher y Garner et al., 2007). Estas especies se han identificado como
causas probables de epizootias de Bd al diseminar el hongo en anfibios
susceptibles (Cheng et al., 2011; Gervasi et al., 2013; Schloegel et al., 2012). En
California, la rana de coro del Pacifico, Hyliola regilla, ha sido identificada como
una posible especie de reservorio de Bd, por lo que se cree que puede estar
jugando un rol importante en la diseminacién del hongo (Padgett-Flohr y

Hopkins, 2009).

La especie Hyliola regilla

Hyliola regilla conocida como la rana de coro del Pacifico (o rana de

arbol del Pacifico), se distingue de otras ranas y sapos de la region por presentar



discos expandidos en la punta de los dedos, y por una banda ancha y oscura que
se extiende desde justo antes del area de la fosa nasal, a través del ojo, y pasados
el timpano (Stebbins, 2003). Los adultos pueden alcanzar hasta 30-45 mm de
largo; en promedio las hembras son mas grandes que los machos (Bernard, 2005).
Presenta una gran diversidad de patrones de coloracion (Fig. 1), los mas tipicos
son de color marrén y verde, pero en algunos casos presenta una coloracion
rojiza, gris oscuro, bronceada y cobre hasta verde lima brillante (Grismer y

McGuire, 1993).

Hyliola regilla tiene una distribucion geografica que se extiende desde la
Columbia Britanica, Canada (extremo norte), hasta el oeste de las Montafias
Rocallosas (al este), y la peninsula de Baja California, México como su limite
surefio. En poblaciones de Baja California se presenta en altitudes de nivel del
mar hasta los 2,050 msnm (Grismer, 2002). Mientras que en California ha sido

encontrada hasta los 3,800 msnm (Matthews, K. R., et al 2001).

El habitat de H. regilla incluye pradera, chaparral, bosques y tierras de
cultivo. Es encontrada usualmente en vegetacion baja cercana al agua. Se
reproduce en lagos, pozas, reservorios y arroyos de bajo movimiento (Stebbins y
Cohen, 1997). Actualmente la especie se encuentra categorizada como de
preocupacion menor en la lista roja de la UICN (Union Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza).

Hyliola regilla ha sido propuesta como un vector de dispersion de Bd en
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la region del norte de California (Padgett-Flohr y Hopkins, 2009), ya que tiene
una distribucion mas amplia que cualquier otra especie nativa a altas elevaciones
(Jennings et al., 2016) y se reconoce como el anfibio mas abundante en las zonas

donde se encuentra.

Los estudios sobre la distribucién y prevalencia de los portadores
tolerantes a Bd son muy valiosos para los esfuerzos de conservacion, ya que al
contar con esta informacién podremos conocer el estatus de la infeccion en
algunas de las poblaciones de anfibios en Baja California, y de esta forma evaluar
el potencial de nuevos brotes epizodticos de la zona. El presente trabajo busca
estudiar la prevalencia y carga zoosporica de Bd en la especie Hyliola regilla, en
tres localidades del noroeste de Baja California, a distintas elevaciones durante

un afo.



Hipotesis

Debido a que varios estudios han encontrado una correlacion entre la
incidencia de Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) en ciertas especies de
anfibios y la temperatura ambiental, se espera que la carga zoosporica y la
prevalencia de infeccion en poblaciones de la rana Hyliola regilla aumente en

relacién con las bajas temperatura presentes en el noroeste de Baja California.

Objetivo General

Determinar la prevalencia y carga zoospérica de Batrachochytrium
dendrobatidis en la rana Hyliola regilla, a través de un ciclo anual en tres

poblaciones de distinta elevacion del noroeste de Baja California.
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Objetivos Particulares

Determinar la prevalencia y carga de zoosporas del hongo
Batrachochytrium dendrobatidis en la rana nativa Hylola regilla en tres

localidades del noroeste de Baja California.

Estimar la prevalencia y carga zoosporica del hongo B. dendrobatidis en

la rana nativa H. regilla por localidad y temporada del afio.

Determinar si existe una relacién de la carga zoosporica y prevalencia del
hongo en los individuos de H. regilla recolectados a diferentes regimenes

térmicos estacionales y altitudes en Baja California.



Metodologia

Area de Estudio

El muestreo de los individuos de Hyliola regilla (Figura 1) se realizé en
pozas y arroyos localizados en tres sitios: 1) Campo Delicias, Arroyo San Carlos,
localizado al noroeste de Baja California, Meéxico a 110 mshm, a
aproximadamente 20 km del suroeste de Ensenada (31.796732°N,
116.495915°W) el cual cuenta con dos pozas artificiales que siguen el paso del
Arroyo Maneadero (San Carlos). Durante la época de verano el nivel del agua
desciende y se llenan el resto del afio, asi mismo se ha detectado la presencia de
rana toro exotica (Lithobates catesbeianus) (Ortiz-Serrato et al., 2014), y de las
especies nativas Anaxyrius boreas, Hyliola regilla e H. cadaverina (Grismer,
2002); 2), Rancho Meling, localizado al pie de la Sierra de San Pedro Martir a
625 msnm (30.964798°N, 115.742690°W). En dicho sitio el Arroyo San José
corre en direccidn oeste y a su paso se encuentran pozas naturales y artificiales
con la presencia de anfibios tales como Rana draytonii, Anaxyrus boreas,
Anaxyrus californicus, Hyliola regilla e H. cadaverina (Peralta-Garcia et al.,
2016), yen; 3), La Grulla localizada a una elevacidn de 2,050 msnm en el Parque
Nacional Sierra San Pedro Martir (30.892730°N, 115.474120°W), donde la
presencia del hombre es remota pero se ve impactada por la actividad ganadera
de la regidn. Este sitio cuenta con pozas naturales proximas al Arroyo La Grulla
de mediana profundidad (15 a 200 cm; Ruiz-Campos, 1993) y la presencia de
anfibios como Rana draytonii, Anaxyrus boreas, Anaxyrus californicus, Hyliola

cadaverina e Hyliola regilla (Grismer, 2002). Estos cuerpos de agua poseen
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valores de pH de 7.9 a 8.9, dureza total de 58 a 72 ppm, conductividad de 0.05 a

0.51 mS/cm, y oxigeno disuelto 3.7 a 7.2 mg/l (Ruiz-Campos, 2014).

Figura 1. Ejemplares de Hyliola regilla encontradas en Rancho Meling en el

mes de Marzo del 2016 (Fotografia por Jorge H. Valdez Villavicencio).






Figura 2. Localizacion de los sitios de recolecta de los individuos de Hyliola regilla en el municipio de Ensenada,

Baja California. Los simbolos indican los sitios de recolecta de los individuos.
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Figura 3. Sitio de recolecta San Carlos, Rancho ™ Campo Delicias ~ poza
artificial (A) Mayo del 2016 (Fotografia por Carlos Flores), (B) Agosto del

2016 (Fotografia por Norma Gonzélez)

Figura 4. Sitio de recolecta Rancho Meling, octubre del 2016. Zona de arroyo

(Fotografia por Jorge H. Valdez)



Figura 5. Sitio La Grulla, Sierra San Pedro Martir, una de las pozas de
recolecta de individuos en el mes de noviembre del 2011. (Fotografia por

Carlos Flores)
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Toma de Datos

Se realizaron cuatro muestreos en los tres sitios de recolecta, uno por cada
estacion del afio (diciembre 2015, abril 2016, agosto 2016 y octubre 2016).
Durante cada muestreo se realizaron caminatas diurnas y nocturnas por zonas
circundantes a las pozas de la zona. Los individuos adultos fueron capturados
mediante la utilizacion de una red de cuchara de aproximadamente 2 metros de
largo, y después colocados en bolsas de red, mientras que los renacuajos fueron
colocados en bolsas con agua para mantenerlos vivos, intentado recolectar hasta

un maximo de 30 organismos por muestreo.

Una vez capturados los individuos se procedié inmediatamente a la
obtencion del ADN del hongo mediante un frotis con un hisopo estéril utilizando
el protocolo de Hyatt, et al., 2007, el cual consta de realizar exactamente 30
movimientos de frotis por individuo con el fin de permitir la comparacion futura
de la carga zoospdrica (10 frotis en el abdomen, 10 frotis en las piernas y 10 frotis
en las membranas interdigitales de las patas posteriores), en el caso de larvas, el
frotis se realiz6 en las partes bucales. Los hisopos fueron colocados en tubos
esteriles de 1.5 mL con alcohol al 95% rotulados con un codigo de identificacion.
Una vez obtenido el frotis los individuos se liberaron a la zona donde fueron

recolectados.

Los datos sobre la temperatura tanto superficial como del agua donde se



encontraban los individuos fueron registrados por un afio mediante un registrador
de temperatura marca HOBO modelo U23-003 "2 External temperature data
logger”. Estos fueron colocados en diferentes microhabitats donde habitan los
anfibios tales como estanques y arroyos. Dichos aparatos recopilaron datos de

temperatura del agua y del aire cada hora durante todo el estudio.

Trabajo de Laboratorio

Los frotis colectados en campo fueron procesados en la Universidad de
California de Santa Barbara, por la M.C. Andrea Adams (colaboradora del

proyecto), mediante PCR de tiempo real.

El procedimiento para la extraccion de ADN de los frotis inici6 por la
adicién de 40 microlitros de PrepMan Ultra (Applied Biosystems), en un tubo
estéril rotulado, incubado a 100°C por 10 minutos. Los tubos fueron sometidos a
centrifugacion a 13,000xg por 3 minutos, y el sobrenadante fue extraido y
colocado en un tubo nuevo y estéril de 1.5 mL. Las muestras fueron diluidas 1:10
con solucion estéril de DNase-free 0.25X TE (Tris-EDTA). Siguiendo las
reacciones de PCR y amplificacién de parametros de Boyle et al. (2014) el
analisis de qPCR fue realizado en un sistema de PCR en tiempo real Applied

Biosystems StepOnePlusTM.

Se utilizaron controles positivos en cantidades de 100, 10, 1 y 0.1
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zoosporas, corridos en cada plato por triplicados, en adicion a tres controles
negativos y ADN estandar de Bd desarrollado por Mary Toothman, de la
Universidad de California, Santa Barbara, EE.UU. Los resultados del qPCR
fueron multiplicados por 80 para obtener el total de zoosporas equivalente (ZE)
por muestra de frotis y asi considerar la dilucion del extracto de Bd y calcular la

cantidad de ADN de Bd por frotis.

Anadlisis de Datos

Se asigno un estado de infeccidn positivo a cualquier rana en cuyo hisopo
se detectd al menos un equivalente positivo de zoospora de B. dendrobatidis.
Para graficar dichos datos estos fueron estandarizados por la funciéon Logaritmo
de 10, posteriormente fueron representados en diagramas de caja (Box-Plot)
mediante la libreria Remmd (Fox, 2005). La media zoospoérica y desviacion
estandar, incluyendo limites de confianza fueron incluidos, obtenidos a partir del

programa. Valores registrados menores a uno en ZE, fueron estandarizados a 0.

Los datos de temperatura fueron obtenidos extrayendo la media de las
temperaturas tomadas durante el mes de recolecta y con el fin de determinar si
existian diferencias significativas entre la temperatura de los sitios se realizo un
analisis de varianza entre sitio por mes. Cabe mencionar que no se registraron
valores de temperatura del agua en el periodo Marzo-Abril, debido a fallas que

presento el HOBBO.



Los analisis realizados fueron realizados en el sistema estadistico R (R
Development Core Team, 2008), con la aplicacion de R Commander (Fox, 2005),
y la libreria Nortest (Gross y Ligges., 2012). Se extrajo sintesis numérica para la

obtencion de la desviacion estandar y medias de los datos obtenidos.

La prevalencia de infeccion de Bd fue calculada a partir del porcentaje de
individuos infectados (individuos infectados/nimero total de individuos*100),

prevalencias por sitio y por temporada fueron obtenidos.

La prueba de normalidad Shapiro-Wilk (Royston, 1995) indic6 valores
no parameétricos para los datos de equivalente zooespdrico (ZE) y prevalencia, y
paramétricos para los valores de temperatura del agua y del aire; por lo que se

utilizaron pruebas estadisticas adecuadas para cada caso.

A fin de evaluar una posible relacion entre las variables de prevalencia
versus altitud, temperatura del agua y del aire, se realizdé una correlacién no
paramétrica de Spearman para cada situacion. Para dichos analisis se tomaron los
valores de prevalencia por mes de colecta entre los sitios (n=9). Se realiz6 ademas
una prueba de regresion lineal utilizando las temperaturas registradas durante
cada mes de muestreo y la correspondiente altitud de cada uno de los sitios por
temporada de recaptura para evaluar una posible relacion entre carga zoospérica

y la variable de temperatura y altitud.
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Resultados

Se muestrearon un total de 217 ejemplares en las 4 salidas de campo a lo largo
de un afio, se colectaron un total de 106 adultos, 60 juveniles, 42 metamorficos y
5 renacuajos, Unicamente 4 individuos no fueron catalogados en su estadio de
vida. Los resultados arrojaron una prevalencia general de 45.03% (SD+29.66)
con una media zoospérica de 1,489.04 (SD+6,488.29). Se consideraron positivos
los valores zoospoéricos mayores a uno (>1), Unicamente dos valores

pertenecientes a San Carlos fueron modificados a cero.
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Figura 6. Numero de individuos de Hyliola regilla infectados y no infectados

para San Carlos, Rancho Meling y la Grulla, para los 4 meses de colecta.
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El promedio de prevalencia de infeccién por Bd a través del afio de
muestreo fue mayor en La Grulla (2050 msnm), con un porcentaje de individuos
infectados del 69.3% (SD+38.72), seguido del Rancho Meling (a 620 msnm), en
donde el porcentaje de infeccion corresponde al 45.7%(SD+29.67); San Carlos
(110 msnm), presenta el menor porcentaje de individuos infectados con 28.76%

(SD£20.55). (figura 6, Tabla 1).



Tabla 1. Prevalencia de Bd en individuos de Hyliola regilla por sitio y por mes
de colecta. Se indica el numero de individuos (n), el nimero de individuos

infectados (N inf.), prevalencia (%) y promedio de carga zoosporica (x). NA (No

aplica) indica que no se recolectaron datos.

Sitio Mes
Noviembre 22 1 4.5
Abril 21 9 42.8
San Carlos Agosto NA NA NA
Octubre 30 11 36.6
Total 73 21 X 28.76
Noviembre 15 5 33.3
Abril 20 9 45
Rancho
Agosto 17 3 17.6
Meling
Octubre 30 26 86.9
Total 67 43 X 45.7
Noviembre NA NA NA
Abril 31 30 96.7
La Grulla Agosto 31 13 41.93
Octubre NA NA NA
Total 62 43 X 69.3
Totales 217 107 X 45.03
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Prevalencia por Temporada

En San Carlos, la prevalencia por infeccion de Bd mostré un mayor
porcentaje en primavera, presentandose en el 42.8% de los individuos analizados,
en tanto que, en invierno, mostré el valor mas bajo, siendo este un 4.5%. En
Rancho Meling el porcentaje mas elevado de infeccion por Bd encontrado fue de
86.9% para el otofio, y 17.6% en verano. Por ultimo, en La Grulla, para las
temporadas de primavera y verano tienen un valor de 96.7% y 41.93%,

respetivamente (Figura 7).
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Figura 7. Gréfico de prevalencia de infeccion de Bd para los sitios San Carlos, Rancho Meling y La Grulla por temporada (invierno,

primavera, verano y otofio) para cada uno.






Carga Zoosporica

La media zoospdrica mostré valores elevados en Rancho Meling con un
valor zoospdrico medio de 2,502.54, seguido de La Grulla 1,295.43 y San Carlos
46.70. A su vez Rancho Meling arrojo uno de los valores mas altos en relacion
con el mes de octubre con una carga media de 6,024.22, seguido del mes de Abril
para la Grulla 2,438.48. Los valores més bajos fueron encontrados en San Carlos,
en el mes de noviembre y octubre con un valor zooespoérico de 2.72 y 52.68

respectivamente (Tabla 2).



Tabla 2. Valores de carga zoospdrica de Batrachochytrium dendrobatidis en
individuos de Hyliola regilla, en la que se muestra el nimero de individuos
muestreados sobre numero total de individuos (n inf/n), media zoospérica (XZE),
desviacion estandar (£DS) y la prueba estadistica para datos no paramétricos
Kruskal-Wallis (K-W). NA donde individuos de H. regilla no fueron
encontrados. RM: Rancho Meling. Nov: noviembre.

Altitud Mes n inf/n

Nov. 01/21 2.72 +12.76
Abril 09/21 88.46 +219.13
San
110m Agosto NA NA NA P=0.699
Carlos
Octubre 11/31 52.68 +214.15
Total 21/73 46.70 179.757
Nov. 05/15 413.2 +1465.65
Abril 09/20 850.80 +3340.45
RM 625m Agosto 03/17 74.54 +305.07 P<0.001
Octubre 26/30 6024.22 +14636.8
Total 43/82 2502.54 9328.55
Nov. NA NA NA
Abril 30/31 2438.48 +5164.90
La
2050m | Agosto 13/31  152.37 +404.80 | P<0.001
Grulla
Octubre NA NA NA
Total 43/62 1295.43 3811.57
Totales 207/107
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En San Carlos (110 m) las medias zoospdricas para el mes de noviembre
fueron de 2.72, seguidos de abril con la carga zoospérica promedio mas alta del
sitio de 88.46, finalmente octubre arrojo un promedio zoosporico de 52.68. Las
pruebas estadisticas no mostraron evidencia de una diferencia significativa entre

los valores por meses de muestreo para dicho sitio.

Para Rancho Meling (625 msnm) los valores promedio zoosporicos
fueron de 413.2, 850.80, 74.54 y 6,024.22 para los meses de noviembre, abril,
agosto y octubre respectivamente. Dicho sitio presento el valor zoosporico
promedio mas alto de los sitios con un valor de 2,502.54, seguido del mes de
octubre con los valores elevados de todo el estudio. Los anélisis estadisticos nos
indican que para Rancho Meling (625m) existe una diferencia significativa entre

los meses de noviembre, abril, agosto y octubre (p>0.01).

Por dltimo, en La Grulla (2050 m) para el mes de abril se obtuvo una
media zoosporica de 2,438.48 y 152.37 para el mes de agosto, con una diferencia

significativa entre dichos meses (figura 6) (p<0.01).

Debido a que las cargas zoospéricas no mostraron diferencias
significativas en el sitio San Carlos, los analisis estadisticos se basaron en los

sitios Rancho Meling y La Grulla.

Se detectaron seis individuos (5.6%) de H. regilla que superaban los

valores letales (ZE<10,000), los dos mas altos registrados en individuos de



Rancho Meling para el mes de octubre (Tabla3).

Tabla 3. Valores zoospdricos mayores a los valores letales (ZE>10,000), donde

se indica sitio, mes y carga zoospérica registrada (ZE).

Sitio Mes ZE
Octubre 34,625.06
Octubre 57,734.80
Rancho Meling

Octubre 50,169.90
Octubre 11,944.03

Abril 24,841.04

La Grulla
Abril 14,540.33
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Temperaturas

San Carlos

Mediciones diarias revelaron que las temperaturas del aire varian de
1.9°C a 43.04 y las temperaturas del agua variaron de 8.86 a 41.38°C. Los meses
mas calidos se presentaron en julio y agosto y los mas frios en diciembre y enero.
La temperatura promedio del agua 18.69°C fue ligeramente mas alta que el aire

18.01°C.

Rancho Meling

Para Rancho Meling las temperaturas del aire variaron de -4.71°C a
42.09°C y del agua de 6.17° a 27.75°C. Los meses mas calidos se dieron en los
meses de julio y agosto y los méas frios en diciembre enero y febrero. La
temperatura promedio del agua fue de 16.29°C, mas alto que el promedio del

aire 14.84°C (P< 0.001).

La Grulla

Las temperaturas del aire en La Grulla variaron de -14.62°C a 33.23°C, y
en el agua de 3.88°C a 28.87. Los registros de las temperaturas indican que los
meses mas calidos fueron en julio y agosto, los meses mas frios se presentaron
en noviembre y diciembre. La temperatura del aire de 8.72°C presento una media
mas baja que la temperatura del agua 15.16°C (P< 0.001). En este sitio no se
registraron datos para los meses enero a marzo debido a fallas con el equipo

colector de datos.
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Tabla 4. Temperaturas minimas y maximas del agua de San Carlos, Rancho

Meling y La Grulla durante noviembre 2015 y octubre 2016.

Sitio
San Carlos Rancho Meling La Grulla
(110 m) (625 m) (2050 m)
Min Max Min Max Min Max
Noviembre - - 12.87 20.55 3.88 8.76
Diciembre 1.99 35.39 11.97 18.58 3.93 9.75
Enero 6.05 39.008 6.17 18.88 - -

Febrero 5.23 40.11 11.95 18.88 - -

Marzo 6.99 31.79 12.65 | 20.007 - -

Abril 9.80 43.04 12.82 21.27 9.85 26.42
Mayo 17.48 22.84 13.40 24,.02 9.97 18.74
Junio 11.75 28.69 14.12 27.55 13.18 22.27
Julio 12.36 29.38 12.87 27.75 11.56 26.08

Agosto 13.13 35.07 16.17 27.75 9.60 28.86

Septiembre | 10.90 37.81 15.46 23.23 8.96 19.27

Octubre 12.001 | 36.36 15.46 23.23 8.96 14.55
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Figura 9. Temperaturas del agua de los sitios de muestreo a lo largo de un afio,
noviembre del 2015 a octubre 2016. De arriba abajo, San Carlos, Rancho Meling

y la Grulla. Se muestra linea a 28°C.
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Tabla 5. Temperaturas minimas y maximas del aire de San Carlos, Rancho

Meling y La Grulla durante noviembre 2015 y octubre 2016.

Sitio
San Carlos Rancho Meling La Grulla
(110 m) (625 m) (2050 m)
Min Max Min Max Min Max
Noviembre - - -2.27 34.12 -9.91 10.05

Diciembre 8.86 16.27 -4.71 30.92 -14.62 18.22

Enero 9.55 18.69 -3.86 31.28 -12.01 15.79

Febrero 9.43 21.36 -3.03 32.04 -14.43 20.07

Marzo 11.97 23.08 -0.22 35.95 -9.33 19.12

Abril 13.81 41.38 1.34 24.00 -5.17 26.03
Mayo 8.99 24.67 1.88 29.79 -3.95 20.88
Junio 11.49 31.74 4.55 40.86 2.93 23.37
Julio 13.88 32.33 6.15 42.09 6.76 25.42

Agosto 12.38 31.17 6.56 35.18 -0.90 33.23

Septiembre 9.55 35.42 4.15 37.17 -1.58 28.51

Octubre 9.08 34.67 0.218 37.17 3.32 22.84
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Figura 10. Temperaturas del agua de los sitios de muestreo a lo largo de un afio,
noviembre del 2015 a octubre 2016. De arriba abajo, San Carlos, Rancho Meling

y la Grulla. Se muestra linea a 28°C.
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Correlacion entre variables

Prevalencia

Resultados del analisis de correlacion de Spearman indican una relacion
positiva entre la prevalencia por mes de muestreo y la altitud de los sitios
muestreados (p<0.001, rho=0.40).

En adicion, existe una relacion significativa de la prevelancia con la
temperatura del agua (p<0.01, rho=-0.24) y la temperatura del aire, pero esta

ultima con una relacion inversamente proporcional (p<0.001, rho=-0.59).
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Carga Zoosporica

Resultados de la regresion lineal no demostraron una correlacion significativa

entre las variables descarga zoosporica y altitud (p=0.7836, Figura 10).
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Figura 11. Diagrama de dispersion de las variables altitud y carga zoosporica,
en la cual se ilustra la linea de tendencia y el area sombreada la desviacion

estandar.

37



Valores no significativos de la regresion lineal fueron mostrados para las

variables carga zoosporica y la temperatura del agua (p= 0.857, Figura 11).
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Figura 12. Diagrama de dispersion de las variables temperatura del agua y carga
zoospodrica, en la cual se ilustra la linea de tendencia y el area sombreada la

desviacion estandar.
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Por otro lado, entre las variables carga zoosporica y temperatura del aire, los

resultados indican una relacion no significativa (p=0.415, Figura 12).
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Figura 13. Diagrama de dispersion de las variables temperatura del aire y carga
zoospodrica, en la cual se ilustra la linea de tendencia y el area sombreada la

desviacion estandar.
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Discusiones

Prevalencia

Los resultados encontrados en este estudio sobre la carga zoopsorica y
prevalencia del hongo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) en la rana
reservorio Hyliola regilla en tres sitios del noroeste de Baja California, indican
que existen diferencias significativas en la prevalencia de infeccion por el hongo
en relacion con la altitud, temperatura del agua y del aire. Se encontré que la
prevalencia fue mayor en sitios de mayor elevacion (Figura 10) y con respecto a
la temperatura del aire y aire, ambos indican que las mayores prevalencias son
encontradas a menores temperaturas (Fig. 13, 15). Los valores elevados de
prevalencia en sitios de mayor altitud es un patron que se ha venido observando
globalmente (Kriger et al., 2007; Lips et al., 2004; Retallick et al., 2004), al igual
que a temperaturas frias (Kringer y Hero, 2008); ya que se ha reportado que la
prevalencia e intensidad de infeccidn por Bd incrementa en los meses mas frios

(Ouellet et al., 2005; Woodhams y Alford 2005; Kriger y Hero 2007).

La prevalencia promedio de infeccién por Bd en individuos de Hyliola
regilla fue de un 45.03% (xDE 29.66). Dichos resultados son congruentes con
registros anteriores de 40.5% en otros ecosistemas del norte de Baja California
(Peralta-Garcia, 2017). Estudios en California Central han reportado
prevalencias de 0 a 35% en el afio 2009 (Padgett-Flohr y Hopkins, 2009), en el

afno 2011 se realizaron muestreos que indican un aumento en las prevalencias de
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dicha zona; Cuenca Olema (79.6%), Cuenca Bridalveil (20.7) y Cuenca Dana
(30%) (Fellers et al., 2011). Estos intervalos son similares a los encontrados en
este estudio (54%). En el valle de La Grulla obtuvimos una prevalencia de 96.7%
en el mes de abril, con una media zoospérica de 152.37, lo cual se asemeja a lo
reportado por Peralta-Garcia (2017) para la especie Rana draytonii en esta misma
localidad en 2014, con valores de prevalencia y media zoosporica de 92% y 195,
respectivamente. La especie de reservorio que aqui nos ocupa tiene una alta
resistencia a la patologia asociada a la infeccion por Bd (Padgett-Flohr y Lohr,
2008). La condicidn de tener altos valores de Bd implicara un gran riesgo para
especies simpatricas, ya que al entrar en contacto con tales cargas pondria afectar

a las poblaciones de otras especies de anfibios no tolerantes.

Cargas zoosporicas

Parte de la hipotesis planteada es descartada debido a que los valores de
cargas zoosporicas no indicaron una relacién dependiente con las variables de
altitud, temperatura del aire o agua. Los analisis de correlacion mostraron
resultados no significativos ante tales relaciones. Se esperaria que debido a la
aparente correlacion observada entre prevalencia de infeccion por Bd y los sitios
de mayor altitud, que la misma relacion se observaria con las cargas zoosparicas.
Sin embargo se observo que en Rancho Meling (625 msnm) hubo una media de
carga zoosporica mas alta (2502.54+DE9328.55), a aquellos valores registrados

en el sitio de mayor altitud (La Grulla, 1295.43+DE 3811.57). Esa misma
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ausencia de correlacion de las cargas zoosporicas fue observado con las
temperaturas del agua y aire (Fig. 13, 15), lo cual podria indicar que existen otros
factores que estan actuando en la ecologia de la carga zoosporica de Hyliola
regilla.

Con anterioridad Peralta-Garcia (2017) encontré wuna relacion
significativa entre los valores de carga zoosporica y la altitud en poblaciones de
Rana draytonii en Baja California. En dicho estudio, los valores zoosporicos
elevados fueron observados en primavera pero decayendo en verano, mientras
que en este estudio no se puede indicar la temporada donde se presentaron los
mayores promedios de cargas zoosporica, debido a que hubo sitios que no
disponen de datos completos. El dGnico sitio que exhibi6 un pico de aumento de

la temperatura fue el Rancho Meling, durante el mes de octubre (otofio).

Un 5.6% de los individuos infectados arrojo valores zooporicos letales, lo
cual nos indica que Bd continua estable en las poblaciones de Hyliola regilla. Los
valores mas altos registrados en este estudio fueron de 57,734.8 en la localidad
del Rancho Meling en el mes de octubre, las mas altas registradas a la fecha en
las poblaciones de Baja California y no parecen no tener efecto en Hyliola regilla
(Vredenburg et al., 2010). No es la primera vez que H. regilla no muestra
reaccion ante exposicion experimental a Bd (Blaustein et al., 2005, Garner et al.,

2006).

Cabe mencionar que la cantidad de datos colectados no revelan un

coeficiente de asociacion indicativo de una relacion fuerte (rho<1l), dichas
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relaciones se verian enriquecidas por el aumento de muestreos para determinar
el grado en la cual estas variables juegan un papel en las cargas zoospéricas de
Bd, a pesar de eso, no se descarta la posibilidad que una o multiples variables
ambientales influyan en los valores zoospdricos de Bd. Con el tiempo se conoce
que la susceptibilidad de la especie juega un papel importante en determinar si la
prevalencia o la concentracidn de cargas zoospdricas elevadas jugaran un papel

importante en la especie.

En complemento se realiz6 un andlisis para determinar una posible
relacién entre los valores de carga zoospérica y prevalencia. Dichos analisis
demostraron que a mayor prevalencia se presentaban cargas zoosporica elevadas,
lo que abre la posibilidad de que el intervalo altitudinal en el cual las muestras
fueron tomadas no era lo suficientemente amplio para que se detectaran los
efectos de la altitud en las cargas zoosporicas. En lo que concierne a las
temperaturas (tanto del agua y aire) se considera poco probable que los datos

tomados fueran escasos.

Comportamiento observado en Hyliola regilla

En el estado de California estudios previos han considerado a Hyliola

regilla como un vector para Bd, incluso superior a otros anuros como Xenopus

laevis o Lithobates catesbeianus (Padgett-Flohr y Hopkins, 2009). Este estudio
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corrobora esta observacion de H. regilla, ya que presenta cargas zoosporicas
elevadas de Bd, no obstante permanece asintomatica al no mostrar un
incremento de mortalidad como resultado a la exposicion de Bd (Garcia et al.,
2006), que a diferencia de otras especies susceptibles aceleran su desarrollo larval
en respuesta al incremento del riesgo (Romansic et al., 2011). Cargas zoosporicas
reportadas en individuos de la rana toro Lithobates cathesbeianus, la cual es
catalogada como vector en Baja California, alcanzan un valor promedio
zoosparico de 221.80, en tanto que la rana africana Xenopus laevis no resultd
positiva para infeccion de Bd (Peralta-Garcia 2017). Lo anterior resalta la
importancia de mantener monitoreados los valores de carga zoospérica de Bd en
Baja California, ya que efectivamente Hyliola regilla parece estar jugando un

papel de reservorio y vector de Bd.

El Arroyo San Carlos cuenta con la presencia del anfibio exético
Lithobates catesbeianus y este factor podria influir en cémo se comporta la
especie nativa en dicho sitio, ya que varios estudios proponen que la depredacion
y competencia podrian influir en los valores de Bd (Blaustein et al., 2002; Relyea,
2003). Por otro lado, en otros estudios H. regilla no parece ser afectada por la
presencia de L. catesbeianus (Govindarajulu, 2004; Kupferberg, 2017), por lo
que recomendaria evaluar mas de cerca los valores de carga zoospdrica en ambas
especies y determinar si existe una relacion que podria estar afectando

directamente los valores de Bd en H. regilla.

Estudios anteriores indican que las poblaciones de anfibios en la region
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de Baja California estan presenciando un estado post-epizootico (Lips, et al.,
2004), en donde los declives relacionados a Bd ya han pasado en la regién. Sin
embargo, se requiere de investigacion molecular para determinar la antigliedad y
linaje de Bd en Baja California y ver si se trata de un evento reciente y con futuro
a desarrollar eventos fatales epizoooticos o si estamos evidenciando un estado
post-epizootico como en la mayoria de los casos (Berger et al., 1998; Voyles et
al., 2009). Determinar las caracteristicas del linaje filogenético de Bd en Baja
California nos ayudaria a comprender lo alcances o debilidades a lo que los
anfibios se enfrentan, mas cuando se he demostrado que las caracteristicas de la
misma juegan un papel en la respuesta del individuo afectado (Antwis y Weldon,

2017).

Temperatura

Batrachochytrium dendrobatidis tiene la tasa de crecimiento mas alta a
temperaturas entre 17 y 25 ° C, pero puede crecer y reproducirse a temperaturas
que oscilan entre 4 y 25°C, lo que le permite sobrevivir en huéspedes en

brumacion (Johnson et al., 2004).

En este estudio se reportaron temperaturas que van desde -14 a 33°C en
La Grulla, de -4 a42°C en el Rancho Meling y de 1.9 a 43°C en San Carlos. Este
amplio intervalo de temperatura puede estar afectando directamente el desarrollo
del hongo en individuos de Hyliola regilla. Ya que por un lado se observé que
en San Carlos (el sitio méas caluroso) las concentraciones se mantuvieron bajas

en comparacion con Rancho Meling y La Grulla, los cuales presentaron las
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temperaturas mas bajas No obstante, no se encontraron patrones de relacion entre
la carga zoospdrica de Bd y la temperatura, aun reportando que las temperaturas

rebasan los limites de 28°C, temperaturas que impiden el crecimiento de Bd.

Dentro de la region de Baja California, las fluctuaciones ambientales
estacionales indican tener consecuencias importantes para el desarrollo de la
enfermedad; la estacionalidad climatica tan Unica de los sitios influye en el
crecimiento de Bd. Observamos que las temperaturas presentes en San Carlos se
encuentran muy cercanas o sobrepasan en algunos casos la temperatura letal del
hongo, la cual mantiene los valores promedios de carga zoosporica bajos a lo
largo del afio. Por otro lado Rancho Meling y La Grulla nos ofrecen promedios
elevados de carga zoosporica ya que ofrecen temperaturas que favorecen los

requerimientos térmicos del hongo.

Finalmente aunque no se han reportado muertes de anfibios por Bd en
estas localidades, se hipotetiza que esto es debido a la carencia de monitoreos
continuos de las poblaciones de anfibios, ya que las muertes son eventos abruptos
y con baja probabilidad de ser observados, especialmente en sitios remotos de

regiones poco visitadas (i.e. valle de La Grulla).
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Conclusiones

La temperatura del aire y del agua condicionados por procesos
adiabaticos en funcion de la altitud de los sitios de muestreo, reflejan una
relacién con los valores de prevalencia de Bd en las poblaciones
muestreadas de Hyliola regilla en el noroeste de Baja California. Lo cual
nos indica una mayor prevalencia de infeccion de Bd en climas frios y

poblaciones de mayor altitud.

la altitud o temperatura del agua o del aire no influyeron en los niveles de

cargas zoosporicas.

Una prevalencia elevada en individuos de Hyliola regilla infectados con
Bd fueron encontrados en La Grulla, sin embargo, en Rancho Meling se

presentaron las cargas zoosporicas promedio mas elevadas del estudio.

La especie Hyliola regilla arrojo valores similares de prevalencia de
infeccion de Bd en localidades pertenecientes a Baja California y parte de

California.
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Recomendaciones

En Baja California aun faltan muchos estudios para esclarecer el papel de Bd en

los anfibios de la region, de entre los cuales recomiendo:

Determinar las caracteristicas del linaje filogenético actualmente
circulando en Baja California mediante herramientas moleculares, dado
que se ha reportado variabilidad en la patogenicidad de la infeccion

asociado a los linajes genéticos de Bd.

Determinar el papel que juega Hyliola regilla con Bd con base en los
factores abidticos en localidades a lo largo de la peninsula, tales como

humedad y por otro lado la introduccidon de exoticos y vegetacion.

Evaluar la relacion entre la infeccion por Bd ante otras especies de
anfibios distribuidos a lo largo de la peninsula de Baja California y
determinar el grado de afectacion por diversos factores bidticos o

abioticos que pueden estar interactuando.

Monitoreo continuo de Bd sobre las especies de anfibios localizadas a

mayores elevaciones.
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