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RESUMEN

Actualmente, los anfibios estan considerablemente amenazados a nivel mundial debido a
diversos factores, como la contaminacion, el calentamiento global, la introduccion de
especies exaticas, el comercio ilegal y las enfermedades emergentes. En las ultimas
décadas se han reportado numerosos declives de poblaciones de anfibios a nivel global
por el hongo patdgeno Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), causante de la enfermedad
emergente quitridiomicosis, la cual desencadena diversos signos y sintomas que afectan

principalmente la piel de los anfibios, pudiendo llevarlos a la muerte.

Por lo que se buscé comprobar la presencia o ausencia de Bd en distintos puntos del estado
de Nuevo Ledn, asi como también se evaluo el riesgo de infeccion en anfibios del estado
mediante Modelos de Nicho Ecoldgico de Bd y especies vectores y/o reservorios. Este
proyecto reportd la ausencia de Bd en el estado y, de igual manera, se determind que
Rhinella horribilis tiene un papel potencial como reservorio del hongo, permitiendo que
pueda dispersarse y prevalecer en el medio si encuentra una via de entrada a las
poblaciones en Nuevo Ledn. Debido a esto se requiere complementar con futuros
muestreos para ampliar el area de estudio que permitan respaldar con mayor seguridad los

datos obtenidos.



ABSTRACT

Currently, amphibians are significantly threatened worldwide due to various factors,
including pollution, global warming, the introduction of exotic species, illegal trade, and
emerging diseases. In recent decades, numerous declines in amphibian populations have
been reported globally due to the pathogenic fungus Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd), which causes the emerging disease chytridiomycosis. This disease triggers various
signs and symptoms that primarily affect the skin of amphibians, potentially leading to
death.

Therefore, we sought to verify the presence or absence of Bd at different locations in the
state of Nuevo Leon, as well as to assess the risk of infection in amphibians in the state
using Ecological Niche Models for Bd and vector or reservoir species. This project
reported the absence of Bd in the state and determined that Rhinella horribilis has a
potential role as a reservoir for the fungus, allowing it to disperse and persist in the
environment if it finds a pathway into populations in Nuevo Leon. Consequently, future
sampling is required to expand the study area, providing more robust support for the

obtained data.



1. INTRODUCCION

Los anfibios son un grupo de vertebrados que se distinguen por su piel lisay vascularizada,
que facilita el intercambio de gases y que estd compuesta por glandulas mucosas que
ayudan en la humectacion y en diversas especies se identifica un segundo tipo de glandulas
(granulares) que secretan toxinas como mecanismo de defensa (Duellman y Trueb, 1994;
Parra-Olea et al., 2014). Por sus caracteristicas anatdmicas y fisioldgicas, son animales
fuertemente asociados a ambientes humedos y a cuerpos de agua (San Mauro, 2012), por
lo que sus poblaciones pueden perturbarse facilmente por la contaminaciéon y
fragmentacion del habitat. Ademas, en las Gltimas décadas se ha comprobado que las
enfermedades emergentes han contribuido también en los declives y extinciones de los

anfibios, principalmente causados por virus y hongos (Bosch, 2003).

La quitridiomicosis, una enfermedad causada por el hongo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), afecta la piel de los anfibios al grado de provocar la muerte y, por
tanto, la disminucion de las poblaciones de estos en diversas partes del mundo (Mendoza-
Almeralla et al., 2015). Se ha reportado en todos los continentes, estando presente en 86
paises y donde ha infectado a mas de 1000 especies (Castro-Monzon, et al., 2020), y ha
intervenido en el declive de mas de 200 de ellas (Organizacion Mundial de Sanidad
Animal, 2019). Sin embargo, no todas las especies de anfibios sufren efectos de la
infeccion por Bd, por lo que pueden participar como reservorios del patdgeno (Brannelly
et al., 2018) junto con otros grupos de vertebrados, facilitando asi su propagacion a nuevos
sitios (Prahl, et al., 2020).

En el caso de México se ha documentado la presencia de Bd en 13 estados (Peralta-Garcia
et al., 2018) asi como se ha detectado la cepa BAGPL en el pais (Basanta, Byrne,
Rosenblum, et al., 2021). Sin embargo, aun existen zonas con escasa informacion respecto
a la presencia o ausencia de Bd, por lo que es ideal realizar estudios de manera especifica,
tomando en cuenta enfoques como los Modelos de Nicho Ecoldgico (Guirardi et al., 2011;
Basanta et al., 2019; Bolom-Huet et al., 2019) debido a que tienen potencial para modelar
la idoneidad del habitat y la distribucion geogréafica de diversas especies, siendo el caso
de patogenos y sus posibles reservorios (Peterson, 2006).



2. ANTECEDENTES

2.1. Los anfibios

Segun la base de datos Amphibia Web (2024a), a nivel mundial existen 8,743 especies de
anfibios, los cuales se integran en tres 6rdenes: Anura, en el que se incluyen ranas y sapos
y, ademas es el mas diverso con 7,705 especies; seguido del orden Caudata, donde se
encuentran las salamandras, con 816 especies; y finalmente el orden Gymnophiona,

comunmente conocidos como cecilias y que estd compuesto por 222 especies.

Hasta el momento se tienen registradas 424 especies de anfibios en México, que estan
integrados por 262 anuros, 159 salamandras y tres especies de cecilias (Amphibia Web,
2024b), lo que posiciona al pais en el quinto lugar a nivel mundial en diversidad de
anfibios, y sumado a esto, alrededor de siete familias presentan méas del 50% de especies
endémicas (Parra-Olea et al., 2014). De manera especifica, en el estado de Nuevo Leon
se han documentado un total de 26 especies de anfibios, que corresponden a 22 anuros y

cuatro salamandras (Nevarez-De los Reyes et al., 2016)

Las caracteristicas de los anfibios son muy particulares, como el caso de su piel, la cual
esta involucrada en distintos procesos fisiolégicos como el intercambio gaseoso, la
osmorregulacion y la termorregulacion (Duellman y Trueb, 1994). Ademas, es sumamente
relevante para su supervivencia, ya que esta compuesta por glandulas granulares que
presentan componentes bioquimicos que ayudan como mecanismo de defensa contra
depredadores y que también tienen efectos antibacteriales y antifingicos, lo que representa
un factor importante en su sistema inmune (Duellman y Trueb, 1994; Daly, 1995; Varga
et al., 2019; Demori et al., 2019). A su vez, se ha demostrado que los anfibios tienen una
comunidad simbidtica de bacterias asociadas a la piel, que pueden variar en composicion
acorde a los factores abidticos y bioticos donde se encuentre la especie (Buttimer et al.,
2024). Estas comunidades de microorganismos fungen potencialmente como prevencién
de enfermedades, como la quitridiomicosis causada por Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd) y B. salamandrivorans (Bsal) (Rebollar et al., 2020).

Otro aspecto que destaca entre estos organismos es su tipo de desarrollo ya que, en muchas

especies, éste transcurre entre el medio terrestre y el acuatico a lo largo de un proceso
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conocido como metamorfosis. Los huevos son colocados en cuerpos de agua o cerca de
éstos y al eclosionar las larvas se mantienen dentro del medio acuatico hasta la maduracion
de diversos 6rganos, que provoca una transformacion corporal completa, momento en el
cual son capaces de incursionar en el medio terrestre hasta llegar a su etapa adulta. No
obstante, también hay especies que tienen un desarrollo directo y no pasan por el proceso
de metamorfosis, ya que los huevos son colocados en zonas con alta humedad y los
embriones se desarrollan completamente, de esta forma, al momento de la eclosion tienen

la misma anatomia y fisionomia que los adultos (Hanken, 1989; Garin y Lobos, 2008).

Los anfibios tienden a ser sensibles a los cambios que pueda haber en su entorno, como la
pérdida o degradacién del héabitat, los efectos del cambio climatico, la contaminacion del
agua y, actualmente con mayor incidencia, las enfermedades emergentes (Marco, 2003;
Jacinto-Maldonado et al., 2023; Luedtke et al., 2023).

Debido a los reportes de posibles declives de poblaciones de anfibios, se han desarrollado
diversos estudios para monitorear las poblaciones de anfibios y conocer las posibles
causas de sus diminuciones poblacionales. En 1997 Parra-Olea, Garcia-Paris y Wake
(1999) visitaron diez puntos en México para monitorear el estado de las poblaciones de
salamandras de la familia Plethodontidae. Los sitios abarcan dos puntos en Chiapas, tres
puntos en Oaxaca, dos en Veracruz, dos en Hidalgo y uno en Nuevo Leon. En este Gltimo,
se visito el Cerro El Potosi, en donde se reportaron varios ejemplares de Chiropterotriton
priscus en un area de pinos y abetos a 3000 msnm, mientras que, en menores elevaciones,
en un habitat semiabierto de robles cerca del pueblo Pablillo, se encontraron solo tres
individuos de Pseudoeurycea galeanae (= Aquiloeurycea galeanae) en un agave. Se
considera que tanto la variacion estacional relacionada a las temporadas de mayor
actividad de los anfibios, asi como las modificaciones de su habitat puede explicar los
avistamientos de las especies 0 en la cantidad de individuos. A pesar de que los encuentros
fueron escasos, en la actualidad no se cuenta con estudios que respalden el estatus de las

poblaciones de estos pletoddntidos.

Por su parte, en Nuevo Ledn se han monitoreado las regiones fisiograficas y Areas
Naturales Protegidas, con el fin de analizar la composicion de especies y evaluar la

categoria de riesgo de estas. De las especies que se distribuyen en el estado, seis especies



se encuentran bajo Proteccion especial, una como Amenazada y 18 no tienen ningln
estatus en la NOM-059-SEMARNAT-2010, mientras que la Lista Roja de la IJUCN dos
especies estan bajo la categoria de Vulnerable, tres como Casi Amenazadas, 19 como
Preocupacion menor y solo una especie no ha sido evaluada. Las principales amenazas
que se detectaron fueron el crecimiento urbano e industrial, la contaminacion, la pérdida
de hébitat, los atropellamientos en carreteras, uso de pesticidas y la colecta o venta sin

regulacion (Nevarez-De los Reyes et al., 2016; Lemos-Espinal et al., 2016).

Como se menciona, aunque existen diversas especies se encuentran dentro de alguna
categoria de riesgo, no hay suficiente informacion respecto a sus poblaciones ni de los
factores que comprometen a estas, por lo que es de suma importancia poder generar

informacidn que contribuya al conocimiento de las poblaciones presentes en el estado.

2.2.Batrachochytrium dendrobatidis y la quitridiomicosis en México

Las enfermedades infecciosas emergentes son una de las principales causas que afectan a
las poblaciones de anfibios, debido a la facilidad que tienen para dispersarse y ampliar su
rango de distribucion, asi como también afectar a diversos hospederos (Basanta, 2019;
Castro-Monzon et al., 2020).

Batrachochytrium dendrobatidis es un hongo microscopico, con habitos acuaticos durante
su fase de zoospora y que, al entrar en contacto con su hospedero, empieza a desarrollarse
y reproducirse (Sewell et al., 2021). Una vez que inicia su proceso de infeccién provoca
una enfermedad llamada quitridiomicosis, la cual afecta la piel de los anfibios,
principalmente en zonas queratinizadas como la boca de los renacuajos o las patas y zona
ventral de los adultos (Bravo y Moreno, 2020). Algunas especies pueden ser asintomaticas
ante el patogeno, sin embargo, en especies susceptibles puede generar diversas
alteraciones, como deformaciones morfologicas durante la metamorfosis de los
renacuajos, el engrosamiento y desprendimiento de la piel, ulceraciones, fallas en el
intercambio gaseoso, la osmorregulacion, hasta provocar un desbalance metabolico y la
muerte del hospedero (Kolby y Daszak, 2016; Castro-Monzon et al., 2020; Grogan et al.,
2020).



Uno de los factores que pueden influir en la virulencia de Bd es la temperatura, ya que se
ha visto que de 17°C a 25°C puede tener un desarrollo 6ptimo, pero a mayores
temperaturas su crecimiento es limitado o nulo (Turner et al., 2021). Ademas, se ha
registrado que en algunos pletodontidos a partir de los 25°C puede ocurrir la muerte, tanto
para el huésped como el patdgeno, debido a la intolerancia a altas temperaturas (Mendoza-
Almeralla et al., 2016). Y, por el contrario, Bd puede sobrevivir a bajas temperaturas,
hasta los 4°C (Garcia-Feria et al., 2019; Turner et al., 2021). De igual manera, se ha
reportado que tanto la altitud y las precipitaciones estan estrechamente relacionadas con
la presencia de Bd (Lambertini et al., 2021; Fisher et al., 2021).

Algunas familias de anfibios pueden presentar mayor incidencia a la infeccion por Bd, por
ejemplo, las familias con mayor cantidad de especies positivas en México son Hylidae,
Ranidae, Ambystomidae, Pletodonthidae, Bufonidae y Craugastoridae. Y, en donde la
mayoria de los estudios estan concentrados en la zona centro hacia el sur del pais
(Murrieta-Galindo et al., 2014; Mendoza-Almeralla et al., 2015; Garcia-Feria et al., 2019;
Nava-Gonzalez et al., 2019; Adams et al., 2022).

Hasta el momento, el Gnico trabajo reportado para la zona noreste de México es en
Tamaulipas hecho por Villamizar-Gomez y colaboradores (2015), en donde se tomaron
muestras de 56 anfibios en diversos puntos. Los resultados no mostraron ningin caso
positivo para Bd, a pesar de que se esperaba la presencia del hongo, por lo que los autores
proponen que las comunidades de anfibios no han estado en contacto con el hongo o que
posiblemente hayan desarrollado un mecanismo inmune o resistente a la infeccion. De
igual manera, se considero la temperatura como un factor que afectara en los resultados,
sin embargo, esta no parecid ser la causa de la ausencia. Otro punto que se tomd en cuenta
fue el tamafio de la muestra, por lo que los autores sugieren que es necesario completar
con muestreos adicionales y con un mejor disefio de campo para que evaluar y verificar si

el estado de Tamaulipas realmente no tiene presencia de Bd.



2.3.Especies vectores y/o reservorio

Los vectores de enfermedades son aquellos organismos que pueden transportar al agente
infeccioso hasta un huésped susceptible, pudiendo multiplicarse o no el patdgeno dentro
de este. Mientras que un reservorio es un organismo o medio donde un agente infeccioso
encuentra condiciones favorables para su desarrollo y supervivencia, sin causar la
enfermedad a quien lo porta (Bonita, Beaglehole y Kjellstrom, 2008; Instituto Nacional

de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2014).

A pesar de que la quitridiomicosis es una enfermedad, hasta ahora, exclusiva de los
anfibios, se ha reportado la presencia del patdgeno en otros grupos de invertebrados y
vertebrados, los cuales pueden fungir como vectores o reservorios de este. Por ejemplo,
crustaceos, nematodos (Prahl et al., 2020; Bravo y Moreno, 2020) e incluso mosquitos

Culex territans (Reinhold et al., 2023) han resultado positivos a Bd.

Otros grupos en los que se tienen registros de presencia de Bd son los reptiles, como
serpientes y lagartijas (Kilburn et al., 2011). Mientras que en las aves acuéticas (Branta
canadensis y Anser anser domesticus) por ejemplo, se ha reportado que pueden traer
consigo zoosporas de Bd en las patas. A pesar de que el patdgeno tiene baja tolerancia a
la desecacion, las aves pueden ser potenciales vectores y llevar al hongo a nuevos sitios
(Garmyn et al., 2012).

Sin embargo, son los propios anfibios los que pueden fungir como reservorios y vectores
del patogeno sin presentar ninguna sintomatologia. Se ha visto que algunas especies de
anfibios pueden infectar a otras especies susceptibles, incluso sin necesidad de estar en el
mismo espacio a lavez (Burns et al., 2020). La dispersidn del patdgeno se ve incrementada
cuando las especies asintomaticas son también comercializadas (Garcia-Feria et al.,
2017), como el caso de Xenopus leavis, Rhinella marina y Lithobates catesbeianus
(Greenspan et al., 2012; Brannelly et al., 2018; Elmassry et al., 2020; Greenspan et al.,
2012; Adams et al., 2022; Pineda-Vazquez et al., 2022), lo que puede generar dafios de

alto impacto en las especies nativas y su habitat (Aguirre-Mufioz et al., 2009).



2.4. Modelos de Nicho Ecologico

Hutchinson (1957) propuso el concepto de nicho ecoldégico como todas las condiciones
bioticas y abidticas, en las que puede o podria sobrevivir una especie en particular. A su
vez, diferencié el nicho fundamental y el nicho efectivo o realizado. El primero hace
referencia a las condiciones abidticas en las que una especie podria vivir, mientras que el
segundo se refiere al area en la que una especie subsiste y se encuentra limitada por la

accion de las interacciones bioticas.

Los Modelos de Nicho Ecolégico (MNE) son una estimacion aproximada del nicho
fundamental de la especie existente en la geografia, los cual pueden predecir las
condiciones ambientales 6ptimas que podrian beneficiarle para sobrevivir, tomando en
cuenta en donde se encuentra la especie actualmente, al igual que las regiones que no han

sido accesibles histéricamente (Peterson y Soberon, 2012; Mota-Vargas et al., 2019).

Debido a la capacidad que tienen los MNE, se han convertido en una herramienta Util para
conocer sitios idoneos para ubicar especies de interés (Rios-Mufioz y Espinosa-Martinez,
2019). Por ejemplo, el modelo de nicho fundamental de Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd) el Nuevo Mundo evidencié que una porcion significativa de diversos ecosistemas
desde parte de la Sierra Madre Oriental hacia Centroamérica y parte de Sudamérica esta
ocupada por localidades positivas a Bd, lo que sugiere que la mayoria de los ambientes
neotropicos pueden ser adecuados para el hongo. Estas localidades estan caracterizadas
por una variedad de rangos de temperatura y precipitacion. Los autores mencionan que el
modelado puede verse afectado por dos tipos de errores: a) comision, el cual es la inclusién
de regiones no habitadas y b) la omisidon, que es la exclusion de regiones habitadas. Por lo
que se recomienda, debido a la amplia disponibilidad de regiones idéneas para Bd, una
necesaria implementacién de regulaciones para evitar la propagacion del patégeno a causa

de actividades antropogénicas (Ron, 2005).

Basanta y colaboradores (2019) indicaron que la Sierra Madre Oriental, el Cinturon
Volcanico Transmexicano, la Sierra Madre del Sur, el Golfo de México y la Peninsula de
Yucatan son las areas mas adecuadas para B. salamandrivorans (Bsal), un pariente
cercano a Bd. Los autores mencionan que el 51% de las especies de salamandras de

México estan presentes en las areas que son Optimas para Bsal y se identificaron 13 areas
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que son criticas por la alta idoneidad para el hongo, principalmente ubicados en el centro
y sureste del pais y, en donde ademas se distribuyen cinco o mas especies de salamandras
microendémicas y catalogadas en peligro de extincion. Por ello, se considerd que utilizar
los rangos de idoneidad para la presencia de Bsal en vez de los rangos del huésped puede
ofrecer resultados més precisos al momento de modelar el area de invasion potencial del
patdgeno y, asi poder sugerir el monitoreo de los puntos criticos para prevenir la posible

propagacion del patégeno.

Otro aspecto que también se ha evaluado es la relacion entre Bd y Lithobates catesbeianus,
un anuro de la familia Ranide que ha sido reportado como portador asintomatico méas
importantes en América y que esta incluido entre las cien especies invasoras mas
importantes del mundo (Rico-Sanchez et al., 2021). Con base en esto, se ha reportado que
ambas especies comparten nichos realizados, ya que en las areas donde se encuentran las
ranas toro de forma nativa o invasiva, también le brindan las condiciones climaticas
Optimas a Bd. Por tanto, existe la posibilidad de que las ranas toro introduzcan al patdgeno
a nuevos sitios, lo que promueve la preservacion del patogeno en el medio. Asumiendo
este escenario, se ha sugerido y remarcado la importancia de aplicar rapidamente medidas
de control, incluyendo los aspectos legales y comerciales de este vector (Rodder et al.,
2013). Es en este sentido que el mapeo de los sitios de los MNE puede convertirse en una
herramienta muy Gtil para dirigir esfuerzos de conservacion para el control de la rana toro

y otros posibles vectores.



3. JUSTIFICACION

En México, la riqueza de anfibios representa el quinto lugar a nivel mundial, asi como un
alto nivel de endemismos (Parra-Olea et al., 2014). La anfibio fauna de Nuevo Leén
incluye 22 especies de anuros y cuatro de salamandras que ocupan todas las regiones
fisiograficas del Estado, ain en las zonas mas secas, ya que los anfibios presentan alta
plasticidad fenotipica y, por tanto, desarrollan diversas estrategias para sobrevivir en
ambientes poco favorables para este grupo de vertebrados (Aguillén-Gutiérrez, 2018).
Cinco de las especies que habitan Nuevo Leon son endémicas del pais (Nevarez-De Los
Reyes et al., 2016), por lo que considerar los factores potenciales de riesgo es primordial

para plantear programas que aseguren su conservacion.

Debido a que los anfibios poseen caracteristicas ecofisioldgicas particulares para llevar a
cabo sus modos de vida y que estas caracteristicas estdn fuertemente ligadas a
requerimientos especificos en su habitat para mantener la estabilidad de sus poblaciones,
es necesario fortalecer el conocimiento sobre la relacion de estos factores, en especifico
sobre aquellos que pudieran poner en riesgo su supervivencia. Como es el caso del hongo
Batracochytrium dendrobatidis, el cual a nivel mundial se considera una de las
enfermedades infecciosas que mas especies han afectado y que se ha detectado en diversos
estados de la Republica Mexicana, especialmente en las regiones montafiosas del centro 'y
sur del pais (Mendoza-Almeralla et al., 2015). A pesar de que este patdgeno tiene rangos
optimos de temperatura (17°C a 25°C) y de distribucion altitudinal (1000 a 1800 msnm)
principalmente para su desarrollo eficaz en el medio, se ha reportado la presencia de Bd
en condiciones distintas (Frias-Alvarez et al., 2008; Luja, Rodriguez-Estrella et al., 2012;
Peralta-Garcia et al., 2018). Asi mismo, se han detectado especies de anfibios que fungen
como reservorios de la enfermedad, en donde el huésped es asintomatico, siendo
unicamente portador del patdégeno, pudiendo llevar la infeccion a nuevos sitios y

exponiendolo a especies susceptibles (Brannelly et al., 2017).

Por lo anterior, resulta de suma importancia establecer un monitoreo para la deteccion de
Bd en poblaciones nativas de anfibios del pais, especialmente en las regiones con menor
cantidad de informacion, como es el caso de la zona norte de México, con la finalidad de

planes de contencidn o tratamiento que ayuden a detener posibles infecciones y evitar la



disminucion de poblaciones nativas de anfibios. En este sentido, el uso de herramientas
bioinformaticas para la creacion de modelos de nicho ecoldgico permitird determinar las
zonas con mayor potencial de presencia e infeccion de Bd con el fin de dirigir

adecuadamente los esfuerzos hacia zonas particulares del Estado.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Confirmar la presencia de Bd en anfibios de Nuevo Ledn y evaluar el riesgo de infeccion
mediante la determinacion de modelos de nicho ecolégico que involucren especies

portadoras asintomaticas bajo distintos escenarios climaticos.
4.2. Objetivos especificos

Determinar la presencia de Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) en poblaciones actuales

de anfibios del estado de Nuevo Ledn.

Obtener un Modelo de Nicho Ecoldgico para Bd y dos especies portadoras asintomaticas

del patdgeno con distribucion dentro del estado de Nuevo Ledn.

Evaluar el riesgo de prevalencia y/o aumento de presencia de Bd en el estado de Nuevo

Ledn bajo distintos escenarios climaticos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Sitios de estudio

El estado de Nuevo Ledn esta ubicado en la zona noreste de México y estd comprendido

por tres provincias fisiograficas: la Sierra Madre Oriental, el Desierto Chihuahuense y la

Tamaulipeca (Morrone et al., 2017). Los sitios de mayor altitud en el estado alcanzan los

3,700 msnm en el Cerro EI Morro y el Cerro El Potosi (Contreras-Hidalgo, 2007).

Dentro del Estado se seleccionaron cinco sitios de muestreo (Tabla 1; Figura 1) con apoyo

de la literatura y los registros de colecta de la Coleccion Herpetoldgica UANL, con el

objetivo de conocer las zonas con una mayor cantidad de avistamientos de anfibios. Las

colectas se realizaron en los meses de marzo a junio del 2023, durante la mafana (6:00 a
9:00 a.m.) y durante la noche (7:00 a 11:00 p.m.).

Tabla 1. Coordenadas de los sitios de muestreo.

Sitio Latitud Longitud
Higueras 25.93532429  -99.99055992
Galeana 2457594718  -99.96763067
Allende 25.27907930  -99.96297167
Cadereyta 25.58857701  -99.96904412
Monterrey 25.62915641  -100.2103227
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Figura 1. Sitios de muestreo en el area de estudio.

5.2. Toma de muestras

Para la identificacion de especies se usé el Manual de Identificacion de Herpetofauna de
México (Gonzalez-Hernandez et al., 2021). Para complementar los registros, se tomaron
fotografias de algunos ejemplares con una camara Canon EOS Rebel T7 con un objetivo
18-55 mm.

La captura de anfibios se realiz6 a través de encuentros visuales (Heyer et al. 1994;
Viafara-Vega et al., 2020), buscando en la hojarasca, arboles, arbustos, entre troncos y
rocas, con el fin de realizar un mayor esfuerzo de muestreo. EI manejo se hizo mediante
captura directa bajo los lineamientos de bioseguridad para evitar contaminacién cruzada
entre los ejemplares (Phillot et al, 2010), utilizando guantes de nitrilo libres de polvo por

cada ejemplar. Cuando fue necesario, las manos o cualquier instrumento que pudiera haber
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estado en contacto con algun individuo, fueron limpiados con etanol 96% Yy enjuagados
con agua destilada.

Las muestras se tomaron siguiendo las indicaciones de Hyatt y colaboradores (2007)
utilizando hisopos estériles, frotando sobre la zona ventral, en la ingle, las patas, los dedos
y las membranas interdigitales, un total de cinco veces en cada parte. El hisopo se
resguardo en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Una vez que se colectaron las muestras, estas

fueron llevadas al laboratorio y se guardaron a -20°C.

5.3. Procesamiento de muestras

De las 54 muestras colectadas, 31 fueron analizadas en el Laboratorio de Genomica de la
Conservacion ubicado dentro del Zooldgico de Chapultepec en la Ciudad de México y 23
muestras fueron procesadas en el Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de
Monterrey (ITESM).

5.3.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se hizo con base en el protocolo de Miller y colaboradores (1988)
con los siguientes ajustes. Se afiadieron 400 ul de buffer de lisis (Qiagen, Puregene Cell
Lysis Solution) a los tubos Eppendorf que contenian las muestras, se agitaron utilizando
un vortex por 20 segundos y después se incubaron a 70°C en bafio maria durante 20
minutos. Se les afiadieron 7 pl de Proteinasa K (Qiagen, Proteinase K Solution 20mg/ml)
y se dejaron incubando nuevamente a 56°C durante toda la noche. Posteriormente, se
retiraron los hisopos de los tubos Eppendorf intentando frotarlos contra las paredes de
estos. A cada tubo se le afiadieron 135 pl de buffer de precipitacién de proteinas (Qiagen,
Puregene Protein Precipitation Solution), agitdndolos en un vortex por 40 segundos y
centrifugandolos a 13,000 rpm durante 10 minutos. El pellet fue descartado mientras que
los sobrenadantes de los tubos se pasaron a nuevos tubos Eppendorf y se afiadieron 400
pl de isopropanol. Luego de 30 inversiones, se incubaron toda la noche a -20°C.
Posteriormente, se llevaron a centrifugar a 13,000 rpm, por 10 minutos, y los
sobrenadantes se descartaron, manteniendo los pellets dentro de los tubos. Cada pellet fue

lavado con 400 ul de etanol al 70%, y se volvio a centrifugar las muestras con las mismas
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condiciones. Finalmente, se descartaron los sobrenadantes y se dejaron las tapas de los
tubos Eppendorf abierta con el fin de permitir que el exceso de etanol se evaporara. Una
vez que los pellets estuvieran secos, se afiadio agua libre de nucleasas para solubilizar las
muestras y se incubaron a 65°C por 20 minutos. Se resguardaron a -20°C para su posterior

cuantificacion y procesamiento para PCR.

5.3.2. PCR punto final

Se utilizo el protocolo propuesto por Annis et al (2004) para realizar la amplificacion de
los genes de Bd por PCR punto final. Se preparé un MasterMix utilizando 6.25 pl de
DreamTaq (ThermoFisher, DreamTag PCR Master Mix 2X), 1 pl de cada cebador (Tabla
2). (proporcionados por el Laboratorio de Gendmica de la Conservacién) y 1.8 ul de agua

libre de nucleasas.

Tabla 2. Cebadores

Bdla 5' - CAGTGTGCCATATGTCACG -3
Bd2a 5' - CATGGTTCATATCTGTCCAG 3'

Se enumeraron los tubos para PCR y de forma individual se afiadieron 8 pl del MasterMix.
Despues, se afiadieron 2 pl de cada muestra (equivalente a >10 ng DNA) a cada tubo. De
manera independiente se prepararon dos controles: a) control positivo, proporcionado por
el Laboratorio de Gendmica de la Conservacion, y del cual se utilizaron 2 ul (equivalentes
a 10 ng DNA); b) control negativo, para el que se utilizaron 2 ul de agua libre de nucleasas.

En la tabla 3 se describen las condiciones y ciclos utilizados para la reaccién de PCR.

Tabla 3. Condiciones del termociclador para la
reaccion de PCR.

Etapas Condiciones Tiempo
1 94°C 10 min
2 95°C 45 seg
3 60°C 45 seg
4 72°C 1 min

Pasos 1 a 4 se repiten  [35 ciclos]

5 72°C 10 min
6 4°C o0
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En el Laboratorio de Genémica de la Conservacion se visualizaron los productos de PCR
en electroforesis de gel de agarosa. Estos se prepararon con 0.9 g de agarosa en polvo con
45 ml de TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0). El orden en el que fueron
colocadas los reactivos dentro de los pocillos fue de izquierda a derecha, siendo el
marcador molecular, seguido del control positivo, el control negativo y el resto de las
muestras. La potencia usada fue de 78 V durante una hora. Al finalizar la corrida, las
bandas se visualizaron en un transiluminador UV. Las presencias de bandas de un peso

de 300 pb indicarian un resultado positivo a Bd.

Las muestras procesadas para PCR en el ITESM fueron amplificadas bajo las mismas
condiciones anteriormente mencionadas. Los productos obtenidos se visualizaron en
electroforesis capilar (QSEP400, Bioptic Inc.) colocando 10 pl de volumen final (2 pl +
8 Ml de agua libre de nucleasas). Se designaron dos marcadores moleculares y dos
controles: a) LM equivalente a 20 pares de bases; b) UM equivalente a 5000 pares de
bases; ¢) Control positivo; d) Control negativo equivalente a agua libre de nucleasas,
respectivamente. Al concluir el proceso, desde el QSEP400 se elaboré un reporte para su
posterior analisis. Las presencias de picos de alrededor 300 pb indicarian resultados
positivos a la secuencia esperada de Bd.

5.4. Modelado de Nicho Ecolégico (MNE)

5.4.1. Datos de presencia de las especies

Los registros globales de Bd fueron obtenidos a través de la plataforma Amphibian

Diseases (https://amphibiandisease.org/; Mayo, 2024), mientras que los registros globales

para las dos especies reservorios (Lithobates catesbeianus y Rhinella horribilis) se
descargaron desde GBIF (https://www.gbif.org/es/; Febrero, 2024).

Se hizo la depuracién y limpieza de las ocurrencias en Microsoft Office Excel 2016,
descartando los datos que estuviesen incompletos y eliminando registros que tuvieran una

precision mayor a un kilometro. Posteriormente en RStudio se terminaron de eliminar
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registros que estuvieran duplicados y que tuvieran una distancia menor a diez kilémetros

entre cada uno.

Se obtuvieron 268 ocurrencias de B. dendrobatidis distribuidas en el mundo, mientras que
los 4647 registros de L. catesbeianus y 1893 de R. horribilis se utilizaron con base en su

distribucién nativa.

5.4.2. MNE y mapas de distribucion

Los Modelos de Nicho Ecoldgico (MNE) se calcularon utilizando el algoritmo de Maxima
Entropia (MaxEnt), debido a que proporciona una estimacion precisa de la idoneidad
ecologicay geogréafica de las especies (Phillips et al., 2006; Rivera et al., 2021), por medio
del software RStudio (v2023.12.0) haciendo uso el paquete “dismo” (Sillero et al., 2023;
Hijmans et al., 2023).

Se descargaron las 19 variables bioclimaticas (Tabla 4) y las variables de proyeccién
climatica futura (2041-2060) del Modelo Climético Global (GCM) ACCESS-CM2 con la
Ruta Socioeconémica Compartida (SSP) ssp370 de WorldClim (v 2.1;
http://worldclim.org/, Mayo, 2024). Ambas en una resolucion espacial de 2.5 minutos.
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Tabla 4. Descripcion de las variables bioclimaticas

Variable Descripcion

BIO1 |Temperatura media anual

BIO2 |Rango diurno medio

BIO3 |Isotermalidad (BIO2/BIO7)

BIO4 |Estacionalidad de temperatura

BIO5 |Temperatura maxima del trimestre méas calido
BIO6 |Temperatura minima del mes mas frio

BIO7 |Rango anual de temperatura

BIO8 |Temperatura media del trimestre mas himedo
BIO9 |Temperatura media del cuarto mas seco
BIO10 |Temperatura media del trimestre méas calido
BIO11 |Temperatura media del cuarto méas frio
BIO12 |Precipitacion anual

BIO13 |Precipiracion del mes mas himedo

BIO14 |Precipitacion del mes mas seco

BIO15 |(Estacionalidad de precipitacion

BIO16 |Precipitacion del trimestre mas humedo
BIO17 |Precipitacion del trimestre mas seco

BIO18 |Precipitacion del trimestre méas calido

BIO19 |Precipitacion del trimestre més frio

Una vez obtenidos los modelos de cada especie se proyectaron hacia el area geografica,
la cual era México. Se destacd la division de Nuevo Ledn como area de interés, una vez
proyectados los modelos. Estos primeros productos permitieron visualizar las zonas con
mayor idoneidad para cada especie en el estado y en las provincias fisiograficas que lo

componen.

Posteriormente, con estas primeras proyecciones se hicieron mapas binarios del patégeno
y las dos especies reservorio para simplificar la informacion, en donde 0 es la ausencia y

1 es la presencia de la especie.

Los mapas binarios de Bd se conjuntaron con los mapas binarios y L. catesbeianus y R.
horribilis. Los nuevos productos permitieron agrupar los sitios de idoneidad en tres

categorias: a) donde no existe idoneidad para ninguna especie (= 0), b) en donde se
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presenta idoneidad para alguna de las dos especies (= 1) y, c) en donde existen las
condiciones idoneas para ambas especies (= 2). Esto mismo se realizd para la distribucion

bajo proyecciones climaticas futuras.
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6. RESULTADOS

6.1. Colecta de muestras

Se colectaron 54 muestras de ocho especies de anuros y una especie de salamandra, que
en conjunto representan seis familias de anfibios. La familia con mayor representacion fue
Bufonidae con tres especies que, a su vez, tuvieron la mayor cantidad de muestras
colectadas: Incilius nebulifer con 15 individuos en tres sitios, seguido de Rhinella
horribilis con 12 individuos en dos sitios y Anaxyrus punctatus con 10 individuos en un
Unico sitio. Por su parte, las especies con menor representacion fueron Aquiloeurycea
galeanae, Rheohyla miotympanum, Smilisca baudinii y Eleutherodactylus campi (Tabla
5).

Tabla 5. Especies colectadas

Sitio Especie Familia Individuos D
Muestras

Rhinella horribilis Bufonidae 10 1-10
Incilius nebulifer Bufonidae 6 11-16
Higueras Lithobates berlandieri Ranidae 4 17-20
Scaphiopus couchii Scaphiopodidae 4 21-24

Smilisca baudinii Hylidae 1 25
Incilius nebulifer Bufonidae 6 26-31

Allende Eleutherodactylus campi Eleutherodactylidae 1 32
Rhinella horribilis Bufonidae 2 33-34
Anaxyrus punctatus Bufonidae 10 35-44
Galeana Aquiloeurycea galeanae Plethodontidae 3 45-47
Lithobates berlandieri Ranidae 2 48-49
Cadereyta Incilius nebulifer Bufonidae 3 50-52
CaS(;?Icli:s( gs;g;;;;j ela Rheohyla miotympanum Hylidae 2 53-54
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Los diez ejemplares de A. punctatus y uno de L. berlandieri estaban en su fase
metamorfica, mientras que el resto de los ejemplares eran adultos. De igual forma,
ninguno de los individuos presentaba signos aparentes de la enfermedad, sin embargo, un
individuo de A. punctatus mostraba una posible mal formacion en el desarrollo de sus

patas anteriores (Figura 2).

;2 /@ - S 4 1
Figura 2. Ejemplar metamdrfico de A. punctatus con posible
mal formacion.

6.2. Productos de PCR para la deteccién de Bd

Las 54 muestras procesadas por PCR punto final resultaron negativas a la presencia de
Bd. Con el fin de identificar visualmente las posibles amplificaciones resultantes de la
PCR, los productos de reaccién fueron cargados junto con muestras control (positivas a la
amplificacion de gen de Bd). El control positivo mostr6 una banda que indica la presencia
del patdégeno y, por tanto, el correcto funcionamiento del protocolo realizado. Sin
embargo, en las muestras colectadas para este proyecto no se observé amplificacion de

producto, por lo que no se observé ninguna banda en el gel (Figura 3).
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Figura 3. Producto de electroforesis en gel de agarosa de ocho muestras colectadas.

MPM = Marcador de peso molecular; C+ = control positivo a Bd; C- = control negativo; MC+ = muestra
positiva a Bd en ejemplar de cautiverio; MS+ = muestras positivas a Bd de ejemplares en vida libre;
Higueras 1 al 8 = productos de PCR de las muestras de anfibios colectados en el estado de Nuevo Ledn.

De igual manera, los productos de la electroforesis capilar hechas en el ITESM tampoco
mostraron ningdn pico de amplificacién que indicaran la presencia de genes del patégeno
(Figura 4). En el apartado de Anexos se muestran el resto de los productos de la

electroforesis capilar que se realizaron.
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Figura 4. Productos de electroforesis capilar. A) Control positivo a Bd, muestra la amplificacion de un
pico de 324 pb. B) Muestra negativa, no refleja ninguna amplificacién. Los electroferogramas
correspondientes a las muestras restantes se observan en el material anexo.

6.3. Modelos de Nicho Ecolégico

El Modelo de Nicho Ecolégico de Bd obtuvo un valor de AUC de 0.85, mientras que los
modelos de L. catesbeianus y R. horribilis mostraron valores de AUC de 0.88 y 0.87
respectivamente, lo que indica que los modelos tuvieron una calidad aceptable.

El MNE de Bd (Figura 4) indicd una idoneidad media en las zonas de la Provincia Sierra
Madre Oriental (SMO) y parte de la Provincia Tamaulipeca (TAM). Mientras que hacia
el sur del estado abarca tambiéen la Provincia del Desierto Chihuahuense (DC), pero con
condiciones menos favorables para el patégeno. Sin embargo, esta distribucion potencial
se reduce bajo el escenario climatico futuro. Solamente los puntos muestreados en
Galeana y Monterrey corresponden a la distribucion potencial de Bd, en donde la
idoneidad se encuentra baja a media, respectivamente.
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Figura 5. Distribucién potencial de B. dendrobatidis. A) ldoneidad con las
variables bioclimaticas presentes con los sitios de muestreo. B) Idoneidad con las

variables climéticas futuras.

24



En el caso del MNE de L. catesbeianus (Figura 5) la idoneidad es aparentemente de baja
a media en la Provincia TAM con las variables presentes. A excepcion del sitio en
Galeana, el resto de los puntos de muestreo abarcaron su distribucion potencial. Aunque
durante las salidas a campo no se observaron ejemplares de la especie. Al igual que Bd,
las condiciones climaticas favorables se reducen para L. catesbeianus bajo el escenario

climético futuro.
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Figura 6. Distribucion potencial de L. catesbeianus. A) Idoneidad con las
variables bioclimaticas presentes con los sitios de muestreo. B) Idoneidad
con las variables climéticas futuras.
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La especie que resultd con un rango de distribucion aparentemente mayor fue R. horribilis
(Figura 6), abarcando la Provincia TAM y una parte de la Provincia SMO, la cual indic6
una idoneidad de media a alta. Cuatro de los sitios de muestreo, exceptuando Galeana,
abarcaron su distribucion potencial. También R. horribilis fue la especie con mas muestras
colectadas. A diferencia de las otras dos especies, la distribucion potencial bajo el
escenario climatico futuro incrementa, ahora incluyendo zonas del norte y sur del estado

(parte de la Provincia DC), las cuales presentan una idoneidad de baja a media.
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Figura 7. Distribucidon potencial de R. horribilis. A) Idoneidad con las
variables bioclimaticas presentes con los sitios de muestreo. B) Idoneidad
con las variables climaticas futuras.
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Una vez obtenidos los modelos, se procedié a simplificar la informacion en mapas
binarios. En el caso de los sitios de correspondencia entre Bd y L. catesbeianus resultaron
ser limitados, debido a que abarcan Unicamente algunas zonas de la Provincia SMO y la
Provincia TAM. En el escenario climatico futuro las distribuciones se reducen, por tanto,

el nivel de idoneidad entre ambas especies es bajo.
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Figura 8. Mapa binario de Bd y L. catesbeianus. (0 = Ninguna especie; 1 =
Alguna de las dos especies; y 2 = Ambas especies).

A) ldoneidad con las variables bioclimaticas presentes con los sitios de
muestreo. B) Idoneidad con las variables climaticas futuras.
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En contraparte, Bd y R. horribilis presentan una mayor extension de areas en comdn, las
cuales incluyen la Provincia SMO, la TAM y la DC en el extremo sur del estado. A pesar
de que la idoneidad del habitat de Bd se reduce a futuro, sigue manteniendo zonas de
correspondencia con R. horribilis, contemplando aun la Provincia SMO y aumentando su

idoneidad en la Provincia DC.
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Figura 9. Mapa binario de Bd y R. horribilis. (0 = Ninguna especie; 1 =
Alguna de las dos especies; y 2 = Ambas especies).

A) ldoneidad con las variables bioclimaticas presentes con los sitios de
muestreo. B) Idoneidad con las variables climaticas futuras.
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7. DISCUSION

7.1.Colecta de muestras

Los anfibios presentan variaciones en su actividad a lo largo del afio, dependiendo de
diversos factores ambientales, como la estacionalidad, la temperatura, precipitaciones o la
biologia de la propia especie (Galoyan et al., 2017). Por ejemplo, la salamandra Plethodon
cinereus muestra su mayor actividad sobre la superficie del terreno cerca de los 13° C,
temperatura ambiental, y cerca de los 800 mm de precipitacion acumulada, pero
disminuye considerablemente esa actividad en valores que salen de esos rangos (Sanchez
et al., 2020). En este sentido, es posible que los tiempos de muestro hayan estado fuera de
los rangos Optimos de actividad de las diferentes especies, aunque para el caso de la
salamandra Aquiloeurycea galeanae las observaciones que se registraron durante el
muestreo fueron similares con las reportadas por Parra-Olea et al (1999) dentro del mismo
sitio de colecta. Es relevante sefialar que, en Pablillo, en el area muestreada dentro del
municipio de Galeana, presentaba modificaciones a causa de la ganaderia, entrada de
publico general para acampar y la vegetacion en la zona se encontraba seca, por lo que

estos elementos pudieron influir en la presencia de los ejemplares.

Otra especie con baja cantidad de individuos colectados fue Rheohyla. miotympanum, que
aparenta ser una especie frecuente de observar debido a la cantidad de ocurrencias que
suelen registrar en la plataforma digital Naturalista (https://mexico.inaturalist.org/) y con
respecto a lo reportado por Lazcano et al (2009), en donde encontraron 29 ejemplares
dentro de la Sierra “Cerro de la Silla”. Considerando esto, y debido a las bajas
temperaturas durante el muestreo (14°C), la actividad de los ejemplares era relativamente
baja, por lo que el esfuerzo de busqueda en el sitio pudo resultar insuficiente para obtener

un mayor numero de colectas.

En contraparte, una de las especies con mayor cantidad de avistamientos y colectas fue
Anaxyrus punctatus en fase metamdrfica. Uno de los ejemplares presentaba una posible
malformacién en la extremidad anterior derecha. Los registros de malformaciones en
anfibios han ido incrementando en los ultimos afios (Garcia y Schalk, 2020) que podrian

estar relacionados errores durante el desarrollo embrionario (Cortés-Suarez, 2018), la
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exposicién a radiacion UV, la contaminacion, parasitos y enfermedades (Blaustein y
Johnson, 2009; Sessions y Ballengée, 2010). A pesar de esto, la relacion entre la
malformacion del ejemplar y la infeccion de Bd fue descartada al momento de procesar
las muestras en el laboratorio. Sin embargo, es importante mencionar que individuos
fueron encontrados en una charca temporal sin ningun tipo de cobertura vegetal, lo que
provocaba mayor exposicion a radiacion solar, con residuos urbanos y de ganado, por lo
que el conjunto de estos factores puede estar relacionado con el desarrollo de estos
(Ankley et al., 2004).

Otra especie que destacd durante los muestreos en campo fue Rhinella horribilis,
anteriormente considerada como subespecie de R. marina hasta que Acevedo et al (2016)
confirmaron la distincion genética y morfologica entre ambas, catalogando a R. horribilis
como especie, al igual que delimitaron la distribucién geogréfica entre ambas, por lo que
R. horribilis se encontrard desde la zona noroeste de Sudamérica hasta parte de
Norteamérica. A pesar de estas diferencias, comparten caracteristicas bioldgicas y
ecologicas similares, como sus modos reproductivos explosivos particulares de la familia
Bufonidae y poder alcanzar altas densidades en sus poblaciones a causa de que su
desarrollo puede completarse en pocos dias (Navarro-Salcedo et al., 2020; Andrade-Soto
et al., 2022), por lo que esto pudo propiciar a que tuviera mayor presencia en los sitios
muestreados. De igual manera, R. horribilis ha demostrado tener capacidad para adaptarse
a distintas condiciones de perturbacion o climas extremos (Andrade-Soto et al., 2022;
Dugue-Amado y Megia-Palma, 2024) lo que la podria catalogar como una posible especie
invasora y potencial reservorio de Bd, como R. marina, que en vida libre aparenta
mantener cargas de infeccidn bajas y no letales (Branelly et al., 2018a; Brannelly et al.,
2018b; Lampo, 2021).

7.2. Productos de PCR para la deteccion de Bd

La ausencia del patdgeno en las muestras colectadas puede deberse a diversos factores.
En primer lugar, el bajo nimero de muestras presentado en este trabajo, en comparacion
con estudios previos sobre el hongo (Aceves-Hernandez et al., 2014; Zumbado-Ulate et
al., 2019; Nava-Gonzalez et al., 2019; Adams et al., 2022), puede afectar le probabilidad
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de deteccidn del patdgeno y por lo tanto se requeria un mayor numero de muestras. Sin
embargo, trabajos previos han reportado el uso de 20 hasta 400 muestras de anfibios y en
todos los casos han reportado muestras positivas (Garcia-Feria et al., 2019; Viafara-Vega
et al., 2020) lo que sugiere que la deteccion del hongo no esta en funcion directa del
tamafio de la poblacién muestreada y sugiere que la cantidad obtenida en el presente
estudio puede resultar suficiente para la deteccidn de quitridiomicosis. Aun asi, resulta
desable aumentar la cantidad de muestras de anfibios provenientes del Esatdo de nuevo
Ledn, tanto para comprobar la ausencia de casos positivos como para ampliar la zona de

trabajo que aqui se muestra.

En segundo lugar, los resultados negativos a la deteccion de Bd también pueden concordar
con lo sugerido por Villamizar-Gémez et al (2015), en donde las poblaciones de anfibios
presentan un sistema inmune resistente al patégeno. Por ejemplo, se ha reportado que
algunos microorganismos simbidticos presentes en la piel de los anfibios tienen efectos
antifngicos, conocidos actualmente como “anti-Bd”, aunque la composicion de la
microbiota varia entre las especies y entre los diversos habitats en los que se pueden
encontrar, les permite eliminar o limitar el crecimiento de hongos patdgenos (Woodhams
etal., 2007; Mutnale et al., 2021). En especies resistentes a la infeccion tienden a presentar
mayor diversidad de microbiota fungica y mayor abundancia en ciertos géneros de
microbiota bacteriana, lo que puede otorgar dicha resistencia a la enfermedad (Elmassry
et al., 2020; Kruger, 2020). Asi mismo, las glandulas granulares (glandulas de veneno)
que componen la piel de los anfibios, secretan diversos péptidos que juegan un papel
fundamental como parte del sistema inmune innato y que pueden afectar el tiempo de
desarrollo del patégeno, lo que se considera un factor adicional para contrarrestar el grado
de infeccion (Rollins-Smith et al., 2002; Gibble et al., 2007; Demori et al., 2019).

Asimismo, la infeccion por Bd puede variar segun la estacionalidad, siendo el invierno y
otofio en donde la prevalencia del patégeno y la mortalidad de los huéspedes aumenta a
comparacion de estaciones mas calidas (Sonn et al., 2019; Ruggeri et al., 2020). A su vez,
el microbioma y secrecion de sustancias antifungicas también cambia su composicion y
dindmica en las temporadas secas o durante los meses mas frios (Ruthsatz et al., 2020;

Rosa et al., 2022). En estas épocas del afio, los anfibios tienen una mayor acumulacion y
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almacenamiento de péptidos como un posible mecanismo de prevencion (Le Sage et al.,
2020). Esto sugiere, por un lado, que las poblaciones de anfibios presentes en el estado
poseen un sistema inmunolégico y microbiota eficiente para contrarrestar la
quitridiomicosis y, por otro lado, que la marcada estacionalidad de la region (con
temporadas frias, secas y lluviosas muy marcadas) y las condiciones ambientales (cambios
de temperaturas y niveles de humedad muy marcados) puedan influir en la carga

zoosporica del patégeno y, por tanto, en una baja incidencia.

En tercer lugar, el método de deteccion también puede mostrar limitaciones. La PCR
punto final, a diferencia de la PCR tiempo real, muestra menor sensibilidad de deteccion
(Annis et al., 2004; Boyle et al., 2004). Durante el montaje de la PCR se utilizaron
muestras previamente conocidas como positivas a Bd con el fin de verificar la eficiencia
de deteccion, lo que corrobord los resultados positivos a la infeccién, generando
confiabilidad en el proceso (Viéfara-Vega et al., 2020). Sin embargo, se sugiere que en
futuros estudios se busque la posibilidad de utilizar una técnica de PCR con mayor
sensibilidad y fiabilidad para descartar falsos negativos, debido a que los ejemplares
presenten un grado de infeccidn bajo y que no es posible detectar con la PCR convencional
(Kriger et al., 2006).

7.3. Modelos de Nicho Ecologico

Hasta hace unos afios, se consideraba que Bd se mantenia en sitios con rango de
temperatura de 17°C a 25°C y niveles altitudinales de 1,000 a 3,500 msnm, por lo que los
estudios de deteccion y monitoreo se centraban en areas con estas caracteristicas
(Mendoza-Almeralla et al. 2015). En la actualidad se ha registrado la presencia del hongo
en regiones aridas o semiaridas (Roth et al., 2024), en donde la temperatura ambiental
puede alcanzar los 40°C, mientras que la temperatura de los escasos cuerpos de agua
alcanza los 30°, mientras que los niveles altitudinales se sitGan por debajo de los 100
msnm (Luja et al., 2012; Turner et al., 2021; Roth et al., 2023). Los Modelos de Nicho
Ecologico (MNE) forman una poderosa herramienta para ubicar y delimitar las posibles
zonas de presencia de una especie, considerando que las variables ambientales de las que

se alimenta son el factor principal para ubicar a un taxén en el espacio (Cuervo-Robayo
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et al., 2017). Sin embargo, estos modelos no consideran la participacion de otros factores
que, en conjunto, delimitan la capacidad de una especie para ocupar un espacio dado. Por
ello, aunque la Sierra Madre Oriental representa un area con caracteristicas idoneas para
registrar Bd, como se ha mostrado en trabajo anteriores (Bolom-Huet et al., 2019; Basanta
et al., 2019), la ausencia de muestras positivas a Bd sugiere la existencia de factores no
ambientales (como podrian ser sistema inmune de hospederos o la competencia con otros
patogenos) que limitan la presencia dentro de zonas de idoneidad. Ademas, otro punto
importante es que dentro del estado existen barreras fisiograficas que pueden tener un
papel fundamental con la dispersién del hongo, ya que las barreras ecoldgicas pueden
delimitar la distribucion y desplazamiento de los anfibios hospedadores (Sun et al., 2023).

El MNE obtenido para L. catesbeianus tuvo diferencias con respecto a Becerra-Lopez et
al (2017), sin embargo, ambos modelos abarcan éareas de la Provincia Tamaulipeca.
Contrario a lo que se esperaba, el modelo no muestra sitios de correspondencia entre el
patdgeno y el huésped, tanto en proyecciones presentes como futuras (Rodder et al.,
2013). Se tiene bien documentado que la rana toro tiene una alta capacidad para adaptarse
a distintas condiciones ambientales y habitats, ademas, presenta caracteristicas adecuadas
para fungir como reservorio de Bd y, por tanto, potencial para transmitir enfermedades a
los sitios donde son introducidas de manera intencional o accidental, incluyendo areas con
bajas elevaciones y de ambientes aridos (Luja et al., 2012; Galindo-Bustos et al., 2014;
Becerra-L6pez et al., 2017). Aunque en los muestreos que se realizaron no hubo
encuentros con L. catesbeianus, se tiene la reportada la presencia de la especie en Nuevo
Ledn (Nevarez-De Los Reyes et al., 2016), por lo que no se debe descartar la posibilidad
de infeccion en el area de estudio, ni restar importancia en el monitoreo de sus poblaciones
de la rana toro actuales en futuros estudios. Ademas, podria ser relevante considerar a otra
especie del mismo género, L. berlandieri, que también se encuentra en el estado (Lemos-
Espinal et al., 2016), aun cuando no hay documentacion que sugiera que puede fungir
como un reservorio del patdgeno, es una especie con alta prevalencia de infeccion vy,
ademas, presenta capacidad de adaptarse a sitios nuevos, lo que permite ser una via de

entrada para el patdgeno a nuevas zonas (Lovich et al., 2008).
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En cambio, en el caso de Rhinella horribilis aparenta ser un potencial reservorio y
dispersor de Bd, debido a que dentro de la Sierra Madre Oriental hay algunas zonas de
correspondencia entre ambas especies y que en las proyecciones climaticas futuras esta
distribucion aumenta. Dado que R. horribilis tiene gran tolerancia a ambientes calidos y a
un amplio nivel de precipitaciones anuales (0 a 800 mm3), puede beneficiar a que en las
proyecciones futuras permita ampliar su rango de contacto con el patdgeno (Sales et al.,
2021). Ahora bien, es importante mencionar que los sitios de traslape entre el patdgeno y
el huésped solo indican las areas en las que ambas pueden encontrarse, ya que R. horribilis
puede desplazarse hasta 1.8 km en una sola noche (Lampo, 2021) durante la época de
reproduccion, dandole la capacidad de moverse rapido para colonizar nuevas areas
(Phillips et al., 2006), lo que puede permitir que el patdgeno llegue a estas nuevas zonas
de infeccién que este modelo propuesto no sefiala. Asi mismo, en el estado se distribuyen
otras especies de sapos, como Anaxyrus cognatus. A. debilis, A. punctatus, y Scaphiopus.
couchii (Lemos-Espinal et al., 2016), los cuales suelen presentar ausencia de signos a la
enfermedad, pero una prevalencia alta de casos positivos (Hernandez-Martinez et al.,
2019). Esto supone que tanto la capacidad del huésped como los factores ambientales
anteriormente mencionados influyen en la sobrevivencia de estas especies, lo que le

permite al patdégeno prevalecer en el medio.

Finalmente, a pesar de que ambas especies de anuros tienen la capacidad de afectar a la
fauna nativa, ya sea depredandola o desplazandola (Boelter y Cechin, 2007; Lampo,
2021), L. catesbeianus y R. horribilis muestran pocos sitios de correspondencia en los
modelos, posiblemente por la tendencia a habitar una gran diversidad de ecosistemas y
eviten estar presentes en el mismo sitio a la vez, como un mecanismo de eludir la
competencia por recursos entre ambas especies (Cruz-Cordovez et al., 2020), lo que
infiere que dentro del estado la dispersion del patdgeno pueda darse principalmente por
una de las dos especies hospedadoras, con mayor capacidad de dispersion y de resistencia

al patégeno (Llewelyn et al., 2010).

La disminucion de la idoneidad en el hébitat del modelo de Bd, comparada con la
reportada por (Xie et al., 2016) puede ser debido a la biologia y ecologia del patdgenoy,

también a causa de los requerimientos para su persistencia en el medio, (Marmolejo-
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Vargas et al., 2023) como es el caso de los cuerpos de agua, la altitud, la temperatura y
humedad. Sin embargo, la resistencia innata de las especies que ocupan la SMO es un
fendmeno poco estudiado que también podria explicar este resultado. Por lo que el
presente estudio sugiere que R. horribilis puede ser una via que facilite la prevalencia de
Bd en el medio, tanto en escenarios actuales como futuros, ya que en los puntos de
encuentro pueden presentar caracteristicas que beneficien la reproduccion de ambas
especies, como por ejemplo en ambientes con cuerpos de agua temporales 0 permanentes
(Brannelly et al., 2018).
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8. CONCLUSIONES

Los estudios de deteccion de Batrachochytrium. dendrobatidis son necesarios para
comprender su distribucion y, ain méas importante, continuar comprendiendo su ecologia.
Este proyecto descartd la presencia del patdégeno, con apoyo de la técnica molecular PCR

punto final, en algunas poblaciones de anfibios en el estado de Nuevo Leon.

Los Modelos de Nicho Ecologico proporcionan informacion atil para conocer zonas
potenciales de infeccion que permitan enfocar futuros estudios de monitoreo en dichas
zonas y, a su vez, tomar en cuenta especies reservorios que puedan beneficiar en la
dispersion del hongo. Con base en esto, se sugiere a Rhinella horribilis como una especie
reservorio y vector del patdégeno debido a su adaptacion a las diversas condiciones

climaticas, su capacidad de movilidad y dispersion.
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9. PERSPECTIVAS

El proyecto de investigacion brinda apertura para derivar futuros enfoques de estudio y
areas de oportunidad para la conservacion de los anfibios.

De manera particular, se requiere ampliar los sitios de estudio y, a la vez, aumentar el
esfuerzo de muestreo, con el fin de incrementar el nimero de muestras y especies

colectadas.

Las zonas potenciales para la colecta de muestras deben estar enfocadas hacia el altiplano
del norte y las zonas montafiosas del sur de Nuevo Ledn, los cuales no se abarcaron en el
proyecto. Dentro de las zonas se considera un amplio rango altitudinal, asi como
condiciones ambientales contrastes, ya que se considera importante tomar en cuenta la
colecta de muestras durante las estaciones anuales, como la temporada de lluvias, de

sequia e invierno.

Asi mismo, las especies vectores o reservorios juegan un papel fundamental en la ecologia
del patégeno, por lo que se puede realizar Modelos de Nicho Ecol6gico de otras especies
de anfibios, al igual que de invertebrados, aves y reptiles, que permitan la dispersion de

las zoosporas del hongo.

De esta forma se puede determinar la dinamica estacional de la presencia de
Batrachochytrium dendrobatis en especies de anfibios y su dispersion a través de la fauna

silvestre en Nuevo Leon.
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10. ANEXOS

Anexo 1. La extraccion de ADN se hizo con base en la siguiente metodologia: a los tubos
Eppendorf que contenian las muestras, se les afiadieron 400 pl de buffer de lisis (Qiagen,
Puregene Cell Lysis Solution), se agitaron utilizando un vortex por 20 segundos y se
incubaron a 70°C en bafio maria durante 20 minutos. Se les afiadieron 7 pl de Proteinasa
K (Qiagen, Proteinase K Solution 20mg/ml) y se dejaron incubando nuevamente a 56°C
durante toda la noche. Se retiraron los hisopos de los tubos Eppendorf. A cada tubo se le
afiadieron 135 pl de buffer de precipitacion de proteinas (Qiagen, Puregene Protein
Precipitation Solution), agitandolos en un vortex por 40 segundos y centrifugandolos a
13,000 rpm durante 10 minutos. El pellet fue descartado mientras que los sobrenadantes
de los tubos se pasaron a nuevos tubos Eppendorf y se afiadieron 400 pl de isopropanol.

Se les dieron 30 inversiones y se incubaron toda la noche a -20°C.

Se centrifugaron a 13,000 rpm, por 10 minutos, y los sobrenadantes se descartaron,
manteniendo los pellets dentro de los tubos. Cada pellet fue lavado con 400 ul de etanol
al 70%, y se volvié a centrifugar las muestras con las mismas condiciones. Finalmente, se
descartaron los sobrenadantes y se dejaron los tubos Eppendorf con la tapa abierta para
que el etanol se evaporara por completo. Al terminar, se afiadi6é agua libre de nucleasas
para solubilizar las muestras y se incubaron a 65°C por 20 minutos. Se resguardaron a -

20°C para su posterior cuantificacion y procesamiento para PCR.

Con base en el protocolo propuesto por Annis et al (2004) se realizé la amplificacion de
los genes de Bd por PCR punto final. Se prepar6 un MasterMix utilizando 6.25 pl de
DreamTaq (ThermoFisher, DreamTag PCR Master Mix 2X), 1 ul de cada cebador (Tabla
2) y 1.8 ul de agua libre de nucleasas.

Tabla complementaria 1. Cebadores.

Bdla 5' - CAGTGTGCCATATGTCACG -3
Bd2a 5' - CATGGTTCATATCTGTCCAG 3'
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En tubos de PCR, de forma individual se afiadieron 8 pl del MasterMix. Después, se
afiadieron 2 pl de cada muestra (equivalente a >10 ng DNA) a cada tubo y de manera
individual se prepararon dos controles: a) control positivo (proporcionado por el
Laboratorio de Genomica de la Conservacién) y b) control negativo, hecho con agua libre

de nucleasas. De ambos se afiadieron 2 pl a cada tubo. En la tabla complementaria 2 se

detallan las condiciones y ciclos utilizados para la reaccion de PCR.

Tabla complementaria 2. Condiciones del
termociclador para la reaccion de PCR.

Etapas Condiciones Tiempo
1 94°C 10 min
2 95°C 45 seg
3 60°C 45 seg
4 72°C 1 min

Pasos 1 a 4 se repiten  [35 ciclos]

5 72°C 10 min
6 4°C ©

En el Laboratorio de Genomica de la Conservacion se visualizaron los productos de PCR
en electroforesis de gel de agarosa. Estos se prepararon con 0.9 g de agarosa en polvo con
45 ml de TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0). El orden en el que fueron
colocados los reactivos y las muestras se indican en la Figura complementaria 1y 2. La
potencia usada fue de 78 V durante una hora. Al concluir, las bandas se visualizaron en
un transiluminador UV. Las presencias de bandas de un peso de 300 pb indicarian un

resultado positivo a Bd.

Los productos de las electroforesis se muestran a continuacion, siguiendo el nimero
asignado para cada muestra y los sitios de colecta que se mencionan en la Tabla 5de la

seccién de Resultados.
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Higueras

Figura complementaria 1.

MPM = Marcador de peso molecular; C+ = control positivo a Bd;
C- = control negativo; Higueras 9 a 16 = productos de PCR de las
muestras de anfibios colectados en el estado de Nuevo Leon.
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Higueras

Higueras Allende

Figura complementaria 2.

MPM) Marcador de peso molecular; C+) control
positivo a Bd; C-) control negativo; 17-25) = productos
de PCR de las muestras colectadas en Higueras; 26-31)
productos de PCR de muestras colectadas en Allende.
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Anexo 2. Las 23 muestras procesadas para PCR en el ITESM fueron amplificadas bajo
las mismas condiciones anteriormente mencionadas. En este caso, los productos obtenidos
se visualizaron por medio de electroforesis capilar (QSEP400, Bioptic Inc.) colocando 10
ul de volumen de los productos de PCRSe designaron dos marcadores moleculares y dos
controles: a) LM equivalente a 20 pares de bases; b) UM equivalente a 5000 pares de
bases; c) Control positivo, secuencia de Bd; d) Control negativo equivalente a agua libre
de nucleasas. Al concluir el proceso, desde el QSEP400 se elabord un reporte final para
su posterior andlisis. Las presencias de picos de alrededor 300 pb indicarian resultados
positivos a la secuencia esperada de Bd. Con base en el nimero asignado para cada
muestra y los sitios de colectada que se mencionan en la Tabla 5 de la seccion de
Resultados, se desglosan los siguientes productos de la electroforesis capilar a
continuacion: Figuras complementarias 3 a 26, las cuales sefialan el control positivo y el

resto de las muestras colectadas en los distintos puntos de muestreo.
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Figura complementaria 3. Producto de
electroforesis capilar: Control + de Bd.
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Figura complementaria 4. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 32 de
Scaphiopus couchii colectada en Allende.
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Figura complementaria 6. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 34 de
Rhinella horribilis colectada en Allende.
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Figura complementaria 8. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 36 de
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.

Figura complementaria 5. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 33 de
Rhinella horribilis colectada en Allende.
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Figura complementaria 7. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 35 de
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.
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Figura complementaria 9. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 37 de
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.

44



i

00 300 400 6001k 2k Sk
Lengthibp)

Figura complementaria 10. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 38 de
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.
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Figura complementaria 12. Producto de
Muestra 40 de

electroforesis capilar:
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.
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Figura complementaria 11. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 39 de
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.
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Figura complementaria 13. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 41 de
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.
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Figura complementaria 14. Producto de
Muestra 42 de

electroforesis capilar:
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.
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Figura complementaria 15. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 43 de
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.
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Figura complementaria 16. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 44 de
Anaxyrus punctatus colectada en Galeana.
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Figura complementaria 18. Producto de
electroforesis  capilar:  Muestra 46 de
Aquiloeurycea galeanae colectada en Galeana.
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Figura complementaria 20. Producto de
48 de

electroforesis  capilar:  Muestra
Lithobates berlandieri colectada en Galeana.
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Figura complementaria 17. Producto de
electroforesis  capilar:  Muestra 45 de
Aquiloeurycea galeanae colectada en Galeana.
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Figura complementaria 19. Producto de
electroforesis  capilar:  Muestra 47 de
Aquiloeurycea galeanae colectada en Galeana.
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Figura complementaria 21. Producto de
electroforesis  capilar:  Muestra 49 de
Lithobates berlandieri colectada en
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Figura complementaria 22. Producto de

electroforesis caoilar: Muestra 50 de
17.73
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Figura complementaria 24. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 52 de
Incilius nebulifer colectada en Cadereyta.
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Figura complementaria 26. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 54 de
Rheohyla miotympanum colectada en
Cascadas del Cerro de la Silla (Guadalupe).
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Figura complementaria 25. Producto de
electroforesis capilar: Muestra 53 de
Rheohyla miotympanum colectada en
Cascadas del Cerro de la Silla (Guadalupe).
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