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RESUMEN

Los anfibios, son el grupo de vertebrados mas amenazados a nivel mundial, con el 41 % de sus especies en
peligro de extincion, siendo una de las causas principales, la quitridiomicosis, enfermedad infecciosa
emergente (EIE) causada por dos hongos patdgenos, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) y
Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal). Se sabe que las EIE pueden generar costos en las actividades
de sus huéspedes, como el crecimiento y la reproduccion, debido a que los individuosinfectados suelen
desviar esa energia para combatir la enfermedad. Por lo tanto, los objetivos del presente estudio fueron
comparar la prevalencia e intensidad de infeccién por Bd en los machos de la rana Rheohyla
miotympanum de dos sitiosdel estado de Hidalgo (Lagunade Atezcay Chilijapa), asi como determinar el
posible efecto del ambiente y el patégeno sobre los cantos reproductivosy la morfologia. Para cumplir con
estos objetivos, en cada sitio de estudio se registraron los atributos morfolégicos y los cantos
reproductivos de los machos, asi como los atributos microambientales de los sitios, y se tomaron muestras
de frotis de piel para determinar el estado (sano o infectado) e intensidad de infeccién delos individuos.
Por medio de pruebas de Mann-Whitney y PERMANOVA, se compararon los atributos morfolégicos,
acusticos y microambientales entre sitios de estudio y entre estados de infeccion, y se realizaron
correlaciones no paramétricas de Spearman para establecer relaciones causales entre las variables. Los
resultados mostraron diferencias significativas en los atributos morfoldgicos, acusticos y
microambientales, y en la medida linealizada de la infeccion por Bd entre sitios de estudio, pero no entre
estados de infeccion. La Laguna de Atezca presento significativamente los valores méas altos en
temperatura (Ts y Tc), asi como en prevalencia e intensidad de infeccién por Bd; mientras que en
Chilijapa, los machos presentaron significativamente los valores més altosen los atributos morfol6gicos
(LEA, LTM, LF, LTP, LHC, P, y AM) y acusticos (D y FD). No se encontré un efecto del ambiente y el
patdgeno sobre la vocalizaciony estructura morfoldgica de los machos de la especie. A pesar de la alta

susceptibilidad y los diferentes grados de infeccion por Bd encontrados en los machos analizados, los



hallazgos sugieren que las poblaciones analizadas podrian ser resistentes al quitridio y actuar como
reservorios y vectores (como se hasugerido en otras poblaciones de la misma especie) en los ecosistemas,
contribuyendo a su permanencia. Sin embargo, se requieren estudios futuros a lo largo de ladistribucion
geografica de la especie y en diferentes temporadas y tipos de ecosistemas, que evallen el estado y las
posibles respuestas fisiologicas y/o conductuales que esta ejerciendo la rana frentea la infeccion por Bd,

con la finalidad de comprender la relacion entre el patdgeno y este huésped.

Palabras clave: Patdgeno, infeccion, canto reproductivo, atributos morfoldgicos, atributos acusticos,

atributos microambientales, anuro.



INTRODUCCION

La Era del Antropoceno ha estado generando una fuerte presion sobre la biodiversidad (Johnson et al.,
2017; Sullivan et al., 2017); por lo que, segin algunos autores, estamos viviendo el sexto evento de
extincién masiva de especies (Wake & Vredenburg, 2008; Ceballoset al., 2020). Estoes a consecuencia
del deterioro ambiental (cambio de uso de suelo y contaminacion) y el cambio climético global provocado
por el hombre que ha generado el declive 0 amenaza de extincion de poblacionesde plantasy animales
(Brooks etal., 2002; Urban, 2015); estos tltimos no solo por la disminucidn de buenos sitios para vivir y
reproducirse, sino también por un alto numero de enfermedades infecciosas emergentes (EIE; Dobson &
Foufopoulos, 2001; Medina-Vogel, 2010). En este sentido, de acuerdo con los datos mas recientes
publicados por la IUCN (2023a), el 41 % de las especies de anfibios se encuentran en peligro de extincion,
por encima de los mamiferosy las aves, con 27y 13 % de especiesen peligro, respectivamente, lo que
posicionaa los anfibios como el grupo de vertebrados mas amenazados a nivel mundial. Estos datos
resultan preocupantes debido al importante rol ecolégico de los anfibios en los ecosistemas, incluyendo su
participacion en la dindmica trofica como presas de otros vertebrados e importantes controladores de
insectos (especies plaga o invasoras; Semlitsch, 2003), asi como dispersores de algunas especies de
plantas (da Silva et al., 1989; Blaustein et al., 1994; da Silva & de Britto-Pereira, 2006; Blaustein &

Bancroft, 2007).

Algunas de las principales causas de este preocupante declive y crisisde extincién de los anfibios,
son la perdida, degradaciony fragmentacion del hébitat (Pillsbury & Miller, 2008), y los efectos de las
enfermedades infecciosas emergentes (Stuart et al., 2004; Halliday, 2008), como la quitridiomicosis,
causada por dos hongos patdgenos, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd; Berger et al., 1998; Longcore et
al., 1999) y Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal; Martel et al., 2014), considerada “la peor
enfermedad infecciosa jamas registrada en vertebrados en términos del nimero de especies afectadasy su

propension a llevarlas a la extincion” (Gascon et al., 2007). En este sentido, se sabe que las infecciones



por patdgenos pueden generar alteraciones en la inversion de la energia destinada para diferentes
actividades vitales de los organismos, como crecimiento y reproduccion (Sheldon & Verhulst, 1996;
Cressler etal., 2014), lo que puede influirdirectamente en la aptitud de los huéspedes (Roznik et al.,
2015), debido a que los individuos infectados suelen reducir su inversién actual en la reproduccién y/o
crecimiento para desviar esa energia y poder manejar los costos de la enfermedad (e.g. producir o
aumentar las respuestas inmunes; Cade, 1984; Steams, 1992; Sheldon & Verhulst, 1996; Roff, 2002;
Bonneaud et al., 2003; Martin et al., 2003; Bonetti-Madelaire et al., 2013), 0 aumentar su inversion
energética en la reproduccion paracompensar su vida potencialmente mas corta con unavidamas atil (i.e.
mayor éxito reproductivo; Forbes, 1993; Polak & Starmer, 1998; Jokela et al., 1999; Agnew et al., 2000),

lo que se conoce como la teoria de las historias de vida (Clutton-Brock, 1984; Stearns, 1992; Roff, 2002).

Particularmente, paracomprender los efectos de las enfermedades en los anuros, se ha optado por
el analisis de sus cantos (Roznik et al., 2015; An & Waldman, 2016; Greenspan et al., 2016; Liu et al.,
2022a, 2022b), principalmente los de tipo reproductivo. Estos cantos, nombrados “male calls” (cantos de
los machos) o “male advertisement calls” (cantos de aviso de los machos), son generalmente emitidos por
los machos durante la temporada de reproduccion, cuyas funciones principales son demarcar territorio
ante posibles competidores y atraer a hembras conespecificas para la reproduccion (amplexo; Boger,
1960; Wells, 1977; Toledo et al., 2015), las cuales mediante la evaluacion de las propiedades espectrales
(e.g. frecuencia dominante, frecuencia minima, frecuencia méaxima, ancho de banda) y temporales de estos
cantos (e.g. duracion del canto, frecuencia de canto e intervalo entre cantos), elegiran al macho mas
apropiado para el amplexoy fertilizacion de los huevos (Wells, 1977; Sullivan etal., 1995; Welch et al.,
1998; Giacoma & Castellano, 2001). Es por ello que, cualquier cambio en el comportamiento de las
llamadas (cantos), resultaria en un éxito reproductivo diferencial y, por lo tanto, esto tendriaimplicaciones

en el mantenimiento (supervivencia) espacial y temporal de las especies (An & Waldman, 2016).

Generalmente, las hembras eligen a los machos que emiten, 1) cantos energéticamente mas

costosos de producir (e.g. més fuertes, de mayor duracion y/o més repetitivos; Gerhardt & Huber, 2002;



Parris etal., 2009), debido a que suelen ser los mas saludables y vigorosos, ademas de tener acceso a
territorios con recursos de alta calidad (Sullivan, 1992; Mitchell, 2001), lo que tendria beneficios directos
en las tasas de fertilizacion (Pfennig, 2000) y en el desarrollo de la progenie (Welch et al., 1998),y 2)
cantos de menor frecuencia (Zweifel, 1968; Ryan, 1986; Pombal et al., 1994; Wollerman, 1998; Felton et
al., 2006), lo que puede indicar algunas caracteristicas de la calidad de los machos, como estadio adulto
(madurez sexual), mayor tamafio y mayor experiencia en la reproduccion (Gerhardt & Doherty, 1988;
Felton etal., 2006; Parris et al., 2009). Por lo tanto, el éxito reproductivo de los machosno solo depende
de la cantidad o frecuencia del comportamiento reproductivo (cantos), sino también de su calidad (Welch

etal., 1998).

Los cantos emitidos para fines reproductivos, son los mas comunesy utilizados en estudios de
ecologia del comportamiento (Kdéhleretal., 2017; Zhao et al., 2021), siendo posible su registro en campo
y la comparacion de sus atributos entre especies y sitios (Kohler etal., 2017). Algunosde los atributos que
suelen medirse son, duracion del canto, nimero de notas, frecuencia dominante, frecuencia minima,
frecuencia méxima, ancho de banda, frecuencia de canto, e intervalo entre cantos (Blair, 1964; Cocroft &
Ryan, 1995; Hoskin et al., 2005; An & Waldman, 2016), debido a que estas variables se encuentran bajo
control conductual y fisioldgico, por lo que, su ajuste o modificacion pueden reflejar adaptaciones a
diferentes entornos (Brumm, 2004; Miller, 2006; Fuller et al., 2007; Mockford & Marshall, 2009; Nemeth
& Brumm, 2009), como regiones antropizadas (Liu et al.,2022a, 2022b) o con presencia de Bd y otros

parasitos (Roznik etal., 2015; An & Waldman, 2016; Greenspan et al., 2016).

Ademas del analisis acustico, se han realizado estudios enfocados en comprender la respuesta de
las especies en otras actividades energéticas, como el crecimiento (Lochmiller & Deerenberg, 2000),
debido a que los anuros pueden modificar adaptativamente su asignacion de energia para enfrentar las
adversidades del medio (Stearns, 1992; Roff, 2002). Por ejemplo, en poblaciones naturales, se ha
demostrado que Bd tiene un alto potencial para inducir respuestas en el desarrollo de los individuos, como

masa corporal reducida (Retallick & Miera, 2007; Ramsey et al., 2010) y tasas de crecimiento retardadas



(Davidsonetal., 2007; Garneretal., 2009; Hanlon et al., 2015), aspectos igualmente importantes en el

éxito reproductivo de lasespecies.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es determinar el posible efecto de la infeccion por Bd en la
morfologia y en los cantos con fines reproductivos de los individuos macho de Rheohyla miotympanum de

dos ambientes del centro de México.



ANTECEDENTES

La quitridiomicosisy uno de sus agentes patogenos, Batrachochytrium dendrobatidis

La quitridiomicosis, causada por los hongos quitridios Bd y Bsal, y considerada unade las enfermedades
infecciosas emergentes mas devastadoras a nivel mundial (Gascon et al., 2007), se caracteriza por la
colonizacion del patégeno fungico en las capas queratinizadas de la epidermis de los anfibiosadultosy en
el aparato bucal de los renacuajos (Berger etal., 1998; Martel et al., 2014). Algunos signos clinicos de la
enfermedad incluyen hiperqueratosis (engrosamiento de las capas de piel), hiperplasia (mayor crecimiento
del tejido), decoloracion, ulceracion, letargo, inapetencia, eritema cutaneo (principalmente en la ingle,
extremidades, membranas interdigitalesy vientre), y posturaanormal (Berger etal., 1999; Pessier et al.,
1999; Voyles et al., 2009). Mientras que, a nivel fisiolégico, la enfermedad puede desencadenar
alteraciones en la funcion osmorreguladora de la piel, y con ello deshidratacion, desequilibrio electrolitico,
y muerte causada por paro cardiaco (Berger etal., 1999; Pessier et al., 1999; Voyles etal., 2007).

Los hongos quitridios (pertenecientes al filo Chytridiomycota) son considerados los mas
primitivos, caracterizados por presentar unaespora flagelada (Ilamada zoospora), y la mayoria con habitos
saprofitos, degradadores de quitinay queratina (Longo, 2018). El género Batrachochytrium surgié hasta el
descubrimiento y descripcién del patégeno Bd (Berger etal., 1998; Longcoreetal., 1999), realizada hasta
finales del siglo pasado. La etimologia del género proviene del griego batracho =ranay chytr = quitridio
o cacerola, mientras que el epiteto especifico dendrobatidis proviene de las ranas del género Dendrobates,
de donde se aisl6 por primeravez (Longcore et al., 1999).

A la fecha, se han descrito cinco linajes de Bd (O'Hanlon et al., 2018; Byrne et al., 2019),
incluyendo BACAPE, BdAsial, BdAsia2/Brasil, y BdAsia3, presentes en localidades restringidas en todo
el mundo (Farreretal., 2011; Schloegel etal., 2012; O’Hanlon et al., 2018), y Bd-GPL (linaje pazoo6tico
global), distribuido en todo el mundo y posiblemente el responsable de la mayoria de las disminuciones
draméticas de poblaciones silvestres de anfibios (Farrer etal., 2011). De este Gltimo linaje, considerado el

mas reciente (O'Hanlon et al., 2018), se han descrito dos grupos genéticos, Bd-GPL-1y Bd-GPL-2, el



primero distribuido principalmente en América del Norte y Europa, y el segundo en todo el mundo
(Schloegel etal., 2012).

El ciclo de vida de Bd se compone de una fase movil infectiva (zoospora) y una sésil
(zoosporangio; Berger et al., 2005). La fase movil ocurre por medio del agua, donde las zoosporas
uniflageladas se desplazan hasta llegar a un huésped, para poder enquistarse y penetrar su epidermis
(Berger etal., 2005). El estadio 1 o etapa de desarrollo méas temprana, ocurre después de que la zoospora
se enquista 'y crecen finos rizoides a su alrededor, induciendo la formacidn de un zoosporangio joven
(también conocido como Germling; Berger et al., 2005). Posteriormente, el estadio 2 0 zoosporangio en
desarrollo, ocurre cuando el citoplasma se vuelve multinucleado por divisiones mitéticas, dando como
resultado la formacidn de zoosporas redondeadas y flageladas (Berger et al., 2005). Finalmente, el estadio
3 ocurre cuando las zoosporas son liberadas al ambiente a través de la papila (o tubo) de descarga
generalmente direccionada hacia la superficie de la piel del huésped, quedando el zoosporangio vacio,
pero conservando su forma esférica (Berger et al., 2005). Este zoosporangio puede ser colonizado
posteriormente por colonias de bacterias, que pueden diferenciarse de las zoosporas al ser mas numerosas
y de menor tamario (Berger et al., 1999; Pessier et al., 1999). Las zoosporas liberadas al ambiente pueden
infectar al mismo huésped o transmitirse a uno nuevo (Van-Rooij etal., 2012), y una vez que la infeccidn

se establece, el aumento en la intensidad del patégeno dara paso a la patogénesis (Voyles etal., 2009).

Respuestas de los anfibios a la infeccién por Batrachochytrium dendrobatidis

En afios recientes, se han sugerido y/o determinado cuatro diferentes respuestas que han adoptado algunas

especies de anfibios frente a la infeccion por Bd, descritas a continuacion:

A) Sistema inmunoldgico: incluye la primera y segunda fase de respuesta del sistema inmune. La
primera fase, también llamada fase innata, ocurre cuando se activa el sistema nervioso al detectar
la entrada de zoosporas al organismo, el cual estimula las glandulas granularesen la superficie de
la piel para sintetizar y secretar péptidos antimicrobianos (Rollins-Smith & Conlon, 2005).
Durante varios afios de investigacion, se ha determinado la eficacia en la inhibicién del
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B)

C)

D)

crecimiento de Bd de aproximadamente 66 péptidos antimicrobianos, presentes en 28 especies de
anuros de las familias Hylidae, Leptodactylidae, Pipidae, Ranidae, y Myobatrachidae (Rollins-
Smith, 2023). Estas familias, a excepcidn de la Gltima, estan presentes en México, algunas con un
alto nimero de especies (e.g. Hylidae y Ranidae; Ramirez-Bautista et al., 2023). Particularmente
en los hilidos, los péptidos eficaces contra el patdgeno incluyen a algunos representantes de las
familias aureina, caerina, citropina, dahleina, dermaseptina, filoseptina, frenatina, maculatina, y
triptofilolina (Rollins-Smith et al., 2002; Woodhams et al., 2006; Conlon et al., 2007).

En la segunda fase, también llamada fase adaptativa, la respuesta ocurre a través del incremento
de linfocitos Ty B, y de los anticuerpos IgM, IgX e IgY para combatir la infeccion (Ramsey et al.,,
2010).

Termorregulacion: incluye una respuesta conductual de desplazamiento a microhabitats mas
calidos (Richards-Zawacki, 2009), asi como cambios en la posturay orientacion, ocasionando una
fiebre conductual paracombatir la infeccion (Kluger, 1977). El aumento de temperaturacorporal
mejora las respuestas inmunoldgicas del organismo, al incrementar la actividad citotoxica de los
neutréfilos y macréfagos, optimizar la expresion de las citocinas y estimular la proliferacién de
células T (Rollins-Smith & Woodhams, 2012).

Muda de piel: se ha observado y/o demostrado experimentalmente, que el aumentoen la tasa de
muda de piel en algunas especies de anuros y caudados puede permitir la disminucion y/o
eliminacionde la infeccion por Bd (Davidson et al., 2003; Ohmer et al., 2017).

Microbioma de la piel: algunas bacterias presentes en la piel de los anfibios pertenecientes a
varios géneros (e.g. Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Hafnia,
Janibater, Janthinobacterium, Kitasatospora, Lysobacter, Paenibacillus, Pedobacter,
Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Streptomyces, y Xanthomonas)
pueden producir los metabolitos 2 ,4-diacetilfloroglucinol, indol-3-carboxaldehido y violaceina,
que han demostrado ser eficientes en la eliminacion del patégeno (Harris etal., 2006; Brucker et

al., 2008; Loyauetal., 2024).



Batrachochytrium dendrobatidis en México

Desde el descubrimiento y descripcion de Bd (Berger et al., 1998; Longcore et al., 1999), se ha detectado
la presencia del patogeno en los cinco continentes habitados por anfibios (Fisher et al., 2009), infectando a
poblaciones de lostres érdenes (Anura, Caudata, y Gymnophiona; Gower et al., 2013; Berger et al., 2016).
En México, el hongo se identific por primeravez en cuatro ejemplares de Anaxyrus punctatus, colectados
en Baja California Sur en 1894, y particularmente en Hidalgo, los registros mas tempranos fueron
detectados en individuos de Isthmura belli, colectados en 1939 (Basanta et al., 2021), y de
Chiropterotriton multidentatus, estos ultimos colectados en el Parque Nacional EI Chico, en 1974 (Cheng
etal., 2011). De acuerdo con las muestras de anfibios analizadas por Basanta et al. (2021), el tnico linaje
presente en México, es Bd-GPL, siendo el subclado Bd-GPL-1 el més representado (87 muestras), en
comparacion con Bd-GPL-2 (cuatro muestras).

A la fecha, de las 432 especies de anfibios presentes en México (Ramirez-Bautista et al., 2023),
los estudios més recientes (Basanta et al., 2019; Bolom-Huet et al., 2019; Hernandez-Martinez et al.,
2019; Basanta et al., 2021) han reportado la presencia de Bd en mas de 100 especies mexicanas,
pertenecientes a los tres 6rdenes. De los anuros positivos a la infeccion, 33 pertenecen a la familia Hylidae
(Bolom-Huet et al., 2019; Basantaetal., 2021), lo que corresponde a unatercera parte de las especies
presentes en el pais (99 especies; Ramirez-Bautista et al., 2023) y, a su vez, concuerda con Mufioz-Alonso
(2010) y Mendoza-Almeralla et al. (2015), quienes han mencionado que esta familia es una de las mas
susceptibles a la infeccién por el patégeno. Particularmente, uno de los hilidos en los que se ha reportado a
Bd, es R. miotympanum, con poblaciones infectadasen los estados de Veracruz e Hidalgo (Murrieta-
Galindo etal., 2014; Hernandez-Austria, 2017; Garcia-Feria et al., 2019). El resto de los anuros infectados
en el pais, pertenecen a las familias Bufonidae, Craugastoridae, Eleutherodactylidae, Leptodactylidae,
Microhylidae, Ranidae, y Scaphiopodidae (Bolom-Huet et al., 2019; Hernandez-Martinez et al., 2019;

Basanta etal., 2021).
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JUSTIFICACION

Las sefiales acusticas son rasgos de comportamiento en la delimitacion de especies, comunicacion y
aislamiento reproductivo de diversos grupos bioldgicos (e.g. anuros, aves, mamiferos, insectos; Gerhardt,
1994; Slabbekoorn, 2004), por lo que, resulta prioritario comprender los mecanismos que causan
diferencias en susatributos (e.g. duracion del canto, frecuencia de canto, etc.), temarelevante en ecologia
evolutiva, ecologia del comportamiento (Kohler et al., 2017; Zhao et al., 2021), y biologia de la
conservacion (Tubaro, 1999; Dorcaset al., 2009). En este sentido, como consecuencia del draméatico
declive mundial de maltiples especies de anfibios, se ha intensificado la investigacion enel campo de la
bioacustica de anuros (Dorcas et al., 2009). Esto se debe a que el monitoreo auditivo supone una
importante herramienta paraevaluar el estado y las tendencias de las poblaciones y comunidades, asi
como sus respuestas frente a diversas presiones, como la modificacion antropogénica del habitat (Bee &
Swanson, 2007; Laiolo, 2010; Francis & Barber, 2013; Liu et al., 2022a, 2022b), cambio ambiental
(Dorcas et al., 2009) y, enfermedades infecciosas emergentes, como la quitridiomicosis (Roznik et al.,

2015; An & Waldman, 2016; Greenspan et al., 2016).

Por otra parte, algunos estudios se han enfocado en comprender como las enfermedades pueden
generar costos en sus huéspedes (trade-offs; Lochmiller & Deerenberg, 2000; Gamer etal., 2009; An &
Waldman, 2016), no solo directamente en la reproduccion (e.g. caracteristicas de los cantos), sino en otras
actividades fisiolégicas, como el crecimiento (Lochmiller & Deerenberg, 2000; Davidson et al., 2007;
Rollins-Smith & Woodhams, 2012) debido a que los anuros suelen desviar estos recursos para atacar o
eliminar las infecciones (Rollins-Smith & Woodhams, 2012), lo cual puede comprometer la supervivencia

y el éxito reproductivo del huésped (Cressler etal., 2014; Roznik etal., 2015).

Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo evaluar el posible efecto de la infeccidn por
Bd en la morfologia y en los cantos reproductivos (asociados a la eleccién de pareja) emitidos por los

individuos machos de dos ambientes del centro de México. La especie de estudio es la rana R.
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miotympanum debido a que los machos se encuentran activos durante la mayor parte del afio (Ramirez-
Bautista etal., 2014), lo que facilitard su monitoreo. Ademas de que, hastahoy endia, nose ha evaluado

la respuesta acustica y morfoldgica de la especie frente a dicha presion biodtica de su habitat.
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HIPOTESIS

Se sabe que la infeccién por Bd afecta el crecimiento y el canto en algunos anuros, ademas se ha
mencionado que el ambiente puede influir en la infeccion, cantoy crecimiento de los individuos. Por lo
tanto, si los sitios comparados tienen diferencias en cuanto a las condiciones microambientales, se esperan
diferencias significativas en la estructura morfoldgica, asi como en el nimero de notas, propiedades
espectrales (frecuencia dominante, frecuencia minima, frecuencia maxima y ancho de banda) y temporales
(duracion del canto, frecuencia de canto e intervalo entre cantos) de los cantos dirigidos a la reproduccion,

emitidos por individuos macho de R. miotympanum infectados y no infectados por Bd.
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OBJETIVOS

GENERAL

Analizar la estructura morfolégica (medidas morfomeétricas) y los atributos acusticos de los cantos
reproductivos emitidos por individuos macho de la rana Rheohyla miotympanum infectados y no
infectados por Batrachochytrium dendrobatidis en dos ambientes del centro de México (Laguna de Atezca
y Chilijapa), mediante pruebas estadisticas, para determinar los posibles efectos del hongo en la

morfologia y vocalizacion de la especie de estudio.

PARTICULARES

1. Detectar la presencia de Batrachochytrium dendrobatidis en individuos macho de Rheohyla
miotympanum, mediante la tincidn de las muestras con azul de lactofenol y la identificacion de los
zoosporangios del hongo en el microscopio 6ptico, para comparar la prevalenciae intensidad de la
infeccion entre sitios.

2. Establecer diferencias en atributos microambientales de los sitios, mediante anélisis
correlacionales, paraestimar su efecto sobre la variacion morfoldgica y acustica de machos sanos
e infectados por Batrachochytrium dendrobatidis.

3. Comparar los atributos acusticos de los cantos reproductivos de individuos machos, sanos e
infectados por Batrachochytrium dendrobatidis, mediante el uso de pruebas estadisticas, para
determinar el posible efecto de la infeccion en la vocalizacion de la especie en los dos sitios de
estudio.

4. Comparar losatributos morfoldgicos de los machos, sanos e infectados por Batrachochytrium
dendrobatidis de ambas poblaciones mediante el uso de pruebas estadisticas, para determinar el

posible efecto de la infeccion en la estructura de estas medidas morfométricas.
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MATERIALES Y METODOS

Especie y sitios de estudio

Rheohyla miotympanum (Figura 1), es una especie de rana endémica de México, actualmente categorizada
con preocupacion menor (LC) porla IUCN (2023b), y no considerada en la NOM-059-SEMARNAT -
2010 (SEMARNAT, 2010). Se distribuye en los estados de Nuevo Leon, Chiapas, Oaxaca, Puebla, San
Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz, e Hidalgo (Duellman, 2001; Berriozabal-Islas, 2012; Hernandez-
Salinas etal., 2012). La especie ocurre en diversos tipos de vegetacion, como bosques de pino encino,
bosque meséfilo de montafia, y bosques tropicales y matorrales (Duellman, 2001). Presenta habitos
nocturnos, es semi-terrestre y arboricola (Stebbins & Cohen, 1997; Duellman, 2001). Es una especie
ovipara, los machos se encuentran activos durante la mayor parte del afio, a excepcién de octubre

(Ramirez-Bautista et al., 2014).

Figura 1. Macho de Rheohyla miotympanum perteneciente a la poblacién de la Laguna de

Atezca.
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Se seleccionaron dos sitios de muestreo con base en el trabajo de Hernandez-Austria (2017),
donde se identifico la presencia de Bd en cuatro especies de anuros distribuidos en el estado de Hidalgo,
incluida R. miotympanum. El primer sitio corresponde a la Laguna de Atezca (20°48'19.71"N,
98°44'47.11"0) situada en Molango de Escamilla (Figura 2), a una altitud de 1,300 msnm, con una
vegetacion predominante de bosque mesdfilo de montafia (BMM), unatemperaturade 12 a 22 °C y una
precipitacion de 900-1,600 mm (INEGI, 2009a). Especificamente, los sitios de muestreo se ubicaron a lo
largo de un arroyo situado a orilla de un camino y limitado por la laguna, y dos pozas naturales (ANEXO
1). El arroy6 presentd poca vegetacion riparia, ganado y alta contaminacion (e.g. papel, botellas de plastico
y vidrio). Las pozas presentaron ligeramente méas vegetacionriparia, y una de ellas (la més cercana al
pueblo), presencia frecuente de turistasy, con ello, alta contaminacién (e.g. papel, botellasy utensilios de

plastico).

El segundo sitio se sitla en la localidad de Chilijapa (21°00°35.93°N, 98°52°13.16°0), ubicada
en Tepehuacan de Guerrero (Figura2), a una alturade 1,396 msnm, con unavegetacion predominante de
bosque meséfilo de montafia (BMM), unatemperatura de 16 a 24 °C y unaprecipitacion de 1,100a 2,100
mm (INEGI, 2009b). Especificamente, el muestreo se realizé a lo largo de unarroyo permanente de gran
longitud, bordeado de unadensa vegetacion riparia (ANEXO I). Algunas secciones del arroyo sirven
como desagie de las casas aledafias (aguas negras), por lo que presentd contaminacién antropogénica (e.g.

botellas de plasticoy vidrio, llantas, aceite).
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Figura 2. Sitios de colecta de frotis de piel y registro de cantos reproductivos de machos de
Rheohyla miotympanum.

Trabajo de campo

Se realizaron dos muestreos en cadasitio durante los mesesde marzoy abril de 2023, con una duracion de
tres noches. En los muestreos, se observd que la especie se refugia y detiene su actividad reproductiva
durante las lluvias, lo que hace imposible observar a los machos y escuchar su canto. Por lo tanto, para
cumplir con los objetivos del estudio, se decidio que el trabajo de campo se realizara Gnicamente en la

temporada seca.

El trabajo de campo se dividio en dos partes, la primeraconsistio en lagrabacién de los cantos
reproductivos de individuos macho (male advertisement calls) y la segunda, en la toma de muestras para la
deteccion de Bd. Las grabaciones acUsticas se registraron de las 20:00 a las 24:00 horas, de acuerdo a la
actividad de los individuos de la especie, ya que es de habitos nocturnos (Wells, 2007); mediante la
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identificacion de los cantos reproductivos de los machosy su registro durante 8 minutos, por medio del
uso de una grabadoradigital equipada con un parde microfonos unidireccionales (Tascam DR-40X),
colocadaa unadistancia de aproximadamente 50 cm de la rana. El uso de micr6fonos direccionales es
recomendable en estudios donde se requieren grabaciones de individuos focales en unambiente ruidoso
(como un coro) debido a que registran el sonido frontal y disminuyen los sonidos laterales (Angulo et al.,
2006). Para disminuir la perturbacion de los cantos a causa de la presenciahumana, se utilizaron lamparas

de luz rojay se espero el inicio de la vocalizacion durante 10 minutos.

Los factores ambientales (e.g. temperaturay humedad) pueden influir en el tamafio (Ziegler etal.,
2011) y comportamiento de los cantos de algunas especies de anuros (Zweifel, 1959; Blair, 1961), por lo
que, terminada la grabacion de los cantos de la especie de estudio, se registro la temperatura ambiental y
humedad relativadel sitio, mediante el uso de un termémetro-higrometro (precision de+1 °C, + 5 % de
HR), asi como la temperatura corporal y la temperatura del sustrato donde vocalizo el individuo por medio

de un termémetro infrarrojo digital (precision de + 2 °C) a una distancia aproximada de 50 cm de la rana.

Posteriormente, siguiendo el Chytrid Swabbing Protocol (Vredenburg & Briggs, 2009), serealiz ¢
la toma de frotis de piel de los machos de las poblaciones de estudio mediante el uso de hisoposde rayén
estériles. Las muestras se obtuvieron de las zonas que presentan mayor cantidad de células de Bd,
incluyendo extremidades, digitos, regiones inguinales y ventrales (Vredenburg & Briggs, 2009).
Considerando que la talla de los machos de la especie es pequefia (LHC maximade 38.4 mm; Duellman,
2001), a cada rana se le realizé un total de 30 frotis a lo largo del cuerpo, pasando por la zona ventral,
patas anteriores y posteriores. Una vez terminado el frotis, la punta de cada hisopo se deposité enun tubo
eppendorfde 1.5 mL conuna solucién de acido acético y alcohol metilico (a una relacion 3 a 1), rotulado
con un cadigo Unico (Mojica, 2010) y al regreso de campo, se almacenaron en el refrigerador. Al concluir
los frotis, se registraron ocho medidas morfométricas (peso, longitud hocico-cloaca, ancho de la cabeza,
ancho de la mandibula, largo extremidad anterior, largo del fémur, largo tibia-peroné, y largo tarso-

metatarso) de cada individuo, mediante el uso de un vernier digital (precision de + 0.02 mm) y una
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bascula digital (precision de £ 0.1 gr), respectivamente, y después fueron liberados en el mismo lugar
donde se encontraron (Phillott et al., 2010). El tamafio de la muestrase limité al numero de individuos
encontrados durante los muestreos. Se utilizaron guantes estériles de latex en la manipulacién de cada
individuo paraevitar la contaminacion cruzada (Phillott et al., 2010); y al término de la toma de muestras

en cada sitio, se desinfecto el equipo de campo (botas, ropa, ganchos herpetoldgicos) concloroal 1 %.

Trabajo de laboratorio

Las muestras se llevaron al Laboratorio de Ecologia del Paisaje y Ordenamiento Ambiental del Centro de
Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH). Quince minutos
antes de comenzar con el procesamiento de las muestras, se prendi6 la campana de extraccién vy el
purificador de aire (con 0zono), con la finalidad de exterminar los patdgenos del area de trabajo. Dentro de
la campana de extraccion, se retiraron los hisopos de cada tubo eppendorf y se centrifugaron a 14,000 rpm
durante 10 minutos. Posteriormente, de cada muestra se realizaron tres preparaciones de 20 pL, las cuales
fuerontefiidas con azul de lactofenol (al 8 %) y analizadas bajo el microscopio éptico, paraidentificar la

presenciade zoosporangios de Bd (Lozano-Cameloetal., 2022) y realizar su conteo.

Con este procedimiento, se determiné la prevalencia e intensidad de infeccion del hongo en los
individuos macho de R. miotympanum; el primer término representa la proporcion de individuos de una
poblacion que portan una enfermedad (Noordzij et al., 2010), y se estima de la siguiente forma
(Guayasaminetal., 2014):

individuos positivos alainfecciéon
numero total de individuos analizados

Prevalencia =

mientras que la intensidad de la infeccién (carga fungica), se obtuvo mediante el conteo de los

zoosporangios en cada individuo.
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Atributos de los cantos y analisis estadisticos

En el software Raven Pro 1.6.4 (Bioacoustics Research Program, 2022), se generaron oscilogramas y
espectrogramas para analizar las grabaciones y obtener las siguientes ocho variables acusticas de los
cantos completos de cada muestra: 1) duracion del canto (desde el comienzo del primer pulso hasta el final
del dltimo pulso de un canto, en segundos), 2) nimero de notas, 3) frecuencia dominante (frecuencia
maxima del canto, contine la energia de sonido mas alta, en Hertz), 4) frecuencia minima (frecuencia
inferior en el canto, en Hertz), 5) frecuencia maxima (frecuencia superior en el canto, en Hertz), 6) ancho
de banda (diferencia entre la frecuencia minimay maximaen el canto, en Hertz), 7) frecuencia de canto
(namero total de cantos emitidos en un minuto, cantos/minuto), y 8) intervalo entre cantos (intervalo de
tiempo entre dos cantos consecutivos, medido desde el final del Gltimo pulso de un canto hasta el
comienzo del primer pulso del canto subsiguiente, en segundos; Ziegler et al., 2016; Kohler et al., 2017;
Zhao etal., 2018). Estos atributos suelen utilizarse en el estudio de comunicaciony eleccion de pareja en

anuros (Blair, 1964; Cocroft & Ryan, 1995; Hoskin etal., 2005; An & Waldman, 2016).

Todos los datos fueron ortogonalizados mediante la formula z = %‘ (zar, 2005). De acuerdo

con la pruebade Mardia (Mardia, 1970), los atributos acusticos, morfol6gicos, ambientales y de infeccion
no cumplen con la multinormalidad (p =0.000). Se realizaron PERMANOVAS a través de un modelo
minimo basado en distancias euclidianas con medidas depuradas (Anderson, 2001). Las variables elegidas
para este contraste multivariado no paramétrico fueron seleccionadas por pruebas pareadas de Mann-
Whitney (Mann & Whitney, 1947). Se realizaron dos contrastes, entre sitiosde estudio y entre estado de
infeccidn (sano e infectado), separando los atributos acusticos, ambientales y morfolégicos. Ademas, la
infeccion se valor6 de forma métrica como un atributo explicativo (variable dependiente) parael contraste
entre sitios. Finalmente, se realizaron correlaciones no paramétricas multiples de Spearman (Spearman,
1904) para establecer relaciones causales entre las matrices. Todos los analisis estadisticos fueron

realizadosen el software Past 4.17 (Hammer, 2024).
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RESULTADOS

Se registraron 126 individuos macho de R. miotympanum en ambos sitios de estudio, de loscuales 31 no
vocalizaron durante los muestreos, dando como resultado un total de 95 grabaciones de los cantos
reproductivos de la especie. Particularmente, en la Laguna de Atezca se registraron 65 individuos, de ellos
20 no emitieron cantos durante el muestreo, mientras que en Chilijapa, se registraron 61 individuos, de

éstos 11 no vocalizaron.

Descripcion del canto reproductivo de Rheohyla miotympanum

En los muestreos, se observé que el canto reproductivo de los machos de R. miotympanum se realiza en
coro a lo largo del cuerpo de agua, siendo las hojas de la vegetacion ripariael principal sitio de percha.
Los machos son territoriales (Torres-Hernandez et al., 2023), por lo que, durante el comportamiento
reproductivo solo se encuentra un individuo por hoja o por planta. El canto esta compuesto por cuatro
notas y tiene unaduracion promedio de 1.4 s. En el espacio espectral, la llamada presenta una frecuencia
dominante (FD) de 3,091 Hz, una frecuencia minima (Fmin) de 2,404.4 Hz, y una frecuencia maxima
(Fméx) de 3,709.7 Hz; mientras que en el espacio temporal, la frecuenciade canto (FC) es de tres cantos
por minuto, y el intervalo entre cantos (IC) de 21.3 s (ANEXO Il; MZFC-HEC4475 - MZFC-HEC4482,

Fonoteca de Anfibios, Universidad Nacional Auténoma de México).

Infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis

Considerando ambossitios de estudio, se encontro una prevalencia total de infeccion por Bd del 68.3 %
(86 individuos infectados) y una intensidad media (nUmero de zoosporangios) de 7.9 (+ 11.8; Tablal). El

sitio con la prevalencia e intensidad de infeccion mas alta fue la Lagunade Atezca, con valores de 73.8 %
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(48 individuos infectados) y 9.8 (+ 14.3), respectivamente, mientras que Chilijapa, presentd una

prevalencia de 62.3 % (38 machos infectados) y una intensidad de 5.5 (£ 7.2; Tabla 1).

Tabla 1. Prevalenciae intensidad de infeccion total y porsitio de Batrachochytrium dendrobatidis en
individuos macho del anuro Rheohyla miotympanum. La intensidad esta representada con la media (x
DE).

Prevalencia (%0) Intensidad

Laguna de Atezca 73.8 9.8(x14.3)
Chilijapa 62.3 55(x7.2)
68.3 7.9(x11.8)

Total

En los individuos infectados de ambos sitios, se identificaron los estadios de crecimiento 2y 3 de
los zoosporangios de Bd (Figura 3), siendo el estadio 2 el mas frecuente dentro de las muestras (ANEXO
I11). En la Laguna de Atezca, el individuo LT27 present6 el mayor nimero de zoosporangios, con un total
de 62, mientras que en Chilijapa, el individuo con el mayor nimero de zoosporangiosfue LT73, con un

total de 41 (ANEXO I11).
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Figura 3. Zoosporangios de Batrachochytrium dendrobatidis en estadio de crecimiento 2 (flechas

rojas) y 3 (flechas azules) encontrados en muestras de individuos macho de la Laguna de Atezca
(AyB)y Chilijapa (Cy D).

La prueba de Mann-Whitney mostré diferencias significativas entre sitios de estudio en los
atributos acusticos, morfoldgicosy microambientales, asi como en la medida linealizadade la infeccion
por Bd (Tabla 2). Los individuos machos de Chilijapa presentan valores significativamente mas altos en
los atributos morfologicos y acusticos, mientras que la Laguna de Atezca, presenta los valores mas altos
en los atributos microambientales y en la infeccion por Bd (Tabla 2). Asimismo, el andlisis de
PERMANOVA indicé que, en su conjunto, los atributos microambientales (F = 6.7, p = 0.004),
morfolégicos (F=5.4, p =0.01),y acusticos (F =4.3, p =0.03) difieren significativamente entre sitios

(Tabla 2).
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Tabla 2. Resultados de la prueba de Mann-Whitney y PERMANOVA al comparar los atributos
microambientales, morfoldgicos, acusticos y de infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) entre
sitios de estudio. Ts = temperatura del sustrato, Tc = temperatura corporal, LEA = largo extremidad
anterior, LTM =largo tarso-metatarso, LF = largo del fémur, LTP = largo tibia-peroné, LHC = longitud
hocico-cloaca, P = peso, AM = ancho de la mandibula, D = duracién del canto, FD = frecuencia
dominante, LA = Lagunade Atezca, y C = Chilijapa. Atributos ambientalesen °C, morfolégicos en gr
(peso) y mm, y acusticosen s (duracion del canto) y Hz (frecuencia dominante).

Mann-Whitney PERMANOVA
Variable Media U 0 = 0
explicativa LA C
Ts 17.8 15.4 923 <0.001
Ambiental Tc 17.8 15.6 974.5 <0.001 6.7 <0.01
Bd 9.8 5.5 1,607.5 0.05
LEA 13.5 14.6 961 <0.001
LTM 19.2 20.9 994.5 <0.001
LF 14.8 15.7 1,1245 <0.001
, LTP 15.0 15.7 1,1725 <0.001
Morfologia i 274 282 13065  <0.001 54 <005
P 1.3 1.4 1,4225 <0.01
AM 7.3 1.7 1,528 <0.05
Bd 9.8 5.5 1,607.5 0.05
D 1.2 1.6 1,568 <0.05
Acustica FD 3,030.4 3,1569 1,615 0.05 4.3 <0.05
Bd 9.8 5.5 1,6075 0.05

No se encontraron diferencias en los atributos acusticos (F=1.7, p =0.18), morfolégicos (F = 1.5,

p = 0.18) y microambientales (F =0.4, p =0.56) entre individuos sanos e infectados por Bd.

Efecto de la infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis y el ambiente sobre el

canto y morfologia

No se encontro correlacion significativa de la infeccion por Bd o el ambiente en los atributos acusticos y

morfoldgicos de la especie (Figura 4). Sin embargo, se encontrd una correlacion significativa entre
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atributos al interior de las matrices. Por ejemplo, a mayor duracion del canto, mayores sonel resto de los
atributos acusticos de la especie; a mayor temperatura del sustrato, mayor temperatura corporal; a mayor

largo tarso-metatarso, mayor largo extremidad anterior (Figura 4).
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DISCUSION

Las pruebas de Mann-Whitney y PERMANOVA mostraron que los individuos machos de Chilijapa
presentan significativamente los valores mas altos en siete de las ocho medidas morfométricas analizadas
(LEA, LTM, LF, LTP, LHC, P,y AM), y la mayor duracion y frecuencia dominante en los cantos de los
machos de R. miotympanum. En este sentido, a causa de la condicion térmica de los anuros, se sabe que la
temperatura puede influir en el tamafio de los individuos (tasa de crecimiento; Meenderink et al., 2010;
Ziegler et al., 2011), al afectar sus procesos fisiolégicos de desarrollo (e.g. letargo) y condicionar su
actividad de forrajeo (Browne et al., 2003), lo que a su vez definira la condicién corporal del individu o,
aspecto de gran relevanciadurante el comportamiento reproductivo, debido a que los machos requieren de
una buena condicion fisica para hacer frente al fuerte costo energético que conlleva la emision de sefiales

acusticas para reproducirse (Smith, 1976).

Por ejemplo, Meenderink et al. (2010) encontraron que, a lo largo de un gradiente altitudinal (30 -
1,000 msnm), algunas caracteristicas espectrales del canto de la rana Eleutherodactylus coqui difieren a
consecuencia del tamafio del cuerpo de los individuos, el que esta condicionado por la temperatura del
sitio de canto. En otro estudio, que contemplé el andlisis de los cantos reproductivos de Dryophytes
versicolor registrados en campoy en laboratorio, se observé una fuerte correlacion entre la temperatura
ambiental y los atributos acusticos de la especie, al encontrar que conforme aumenta la temperatura, hay
una disminucién en la duracién del canto, intervalo entre cantos, duracion de pulso y nimero de pulsos,

asi como un ligero aumento en la frecuencia dominante de las llamadas (Gayou, 1984).

No obstante, a pesar de la importancia de la temperatura como factor condicionante del tamafio
ylo caracteristicas del canto en estos dos anuros (E. coqui y D. versicolor), en el presente estudio, la
prueba de Spearman indico que en los machos analizados de R. miotympanum no hay unarelacion causal

entre dichas variables. Por lo tanto, la variacidén en algunas medidas morfométricas y caracteristicas de los
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cantos entre sitios, podria ser explicada a través de otros factores no analizados en este estudio (e.g.

caracteristicas fisicasdel habitat, aspectos de la historia de vidade la especie).

Por otra parte, las pruebas estadisticas (Mann-Whitney y PERMANOVA) mostraron diferencias
significativas a una escala méas fina entre las temperaturas de los sitios de estudio, indicando que la
Laguna de Atezca presenta la mayor temperatura de sustrato y temperatura corporal de los machos de R.
miotympanum. Esta correlacion entre ambos tipos de temperatura se debe a que los anuros, al ser

organismos ectotermos, obtienen su calor corporal a partir del ambiente donde se encuentran (Narins,

2001).

Ademas, estos mismos estadisticos mostraron que la Laguna de Atezca presenta
significativamente la mayor infeccion por Bd, lo que también se refleja en los valores de prevalencia e
intensidad de infeccion. En este sentido, se sabe que la temperatura es un factor abidtico de gran
importancia para el crecimiento de especies de hongos (Harvell etal., 2002). Por ejemplo, en cultivos de
crecimiento se ha determinado que el rango de temperatura 6ptima para Bd vade 17 a 25 °C (Longcore et
al., 1999; Piotrowski et al., 2004), mientras que en estudios experimentales con ranas huéspedes, se ha
determinado un 6ptimo térmico de 21 °C (Sheetset al., 2021). Sin embargo, a pesar de esta fuerte relacion
entre temperatura e infeccion por Bd, la prueba de Spearman indicé que no existe unarelacion causal entre
la mayor temperatura (sustrato y corporal) e infeccion encontrada en la Laguna de Atezca, es decir, en este
estudio no se puede sugerir que una mayor temperatura, que ademas entra en el rango térmico éptimo del
hongo, propiciaraunamayor prevalencia e intensidad de infeccion. Ademas, si se considera la temperatura
ambiental como el factor de mayor relevancia en la infeccion por este patdgeno, se esperaria que los sitios
no difirieran significativamente, debido a que presentaron temperaturas ambientales similares (Laguna de

Atezca =23.64 °C, Chilijapa = 24.63 °C), que entran en el rango 6ptimo de crecimiento del hongo.

Por otra parte, algunos autores han mencionado que la alta probabilidad e intensidad de infeccion
por Bd puede explicarse a través de otros factores abiéticos, como el pH del agua (Piotrowski et al., 2004)

y efectos estacionales (Sonnetal., 2019). De esto ultimo, se hasugerido que durante la temporada de
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secas, las ranas suelen agruparse en los sitios mas himedos de los habitats, lo que aumenta la probabilidad
e intensidad de infeccion por Bd, debido a que en estaszonas el hongo es masabundante (Longo et al.,
2010). Esta tendencia se observo claramente en Chilijapa, donde los machos se encontraban aglomerados
en pequefios manchones de vegetacion riparia, por lo que se esperaba que este sitio presentaria la mayor
prevalencia e intensidad de infeccion, pero no fue asi. Por lo tanto, estas observaciones in situ junto con
los resultados de este estudio, indican que la mayor infeccién por Bd encontrada enla Laguna de Atezca

no es explicada por losdos factores, temperaturay cercania entre individuos a causa de la estacionalidad.

Los resultados de este trabajo difieren a los encontrados por Hernandez - Austria (2017) en los
mismos sitios de estudio. Ella encontré una prevalencia e intensidad de infeccion por Bd mas baja en la
Laguna de Atezca (8.89 % y 395.87 ZE, respectivamente), en comparacion con Chilijapa (15.22 % y
9,842.24 ZE, respectivamente); sin embargo, estos resultados pueden ser cuestionados con base en que, de
las tres especies evaluadas en el primer sitio (R. miotympanum, Charadrahyla taeniopus, y Lithobates
berlandieri), solo se termind la presencia del hongo en cuatro individuos de Lithobates berlandieri, de 17
evaluados, con un grado de infeccion relativamente bajo (395.87 ZE). La autora sugiere la posibilidad de
que los hilidos libres del patégeno (R. miotympanum y C. taeniopus), se infecten en el futuro a través de L.
berlandieri, debido a que coexisten con esta especie de rana, que, por sus habitos acuaticos, es mas
susceptible al patégeno. En este sentido, aunque han pasado ocho afios de diferencia enla colecta de las
muestras de frotis de piel, es mas probable, al menos con respecto a R. miotympanum, que los resultados
contrastantes entre los dos estudios, se deban al tamafio de muestra y a la metodologia utilizada (24
individuos evaluados con Q-PCR por Hernandez-Austria vs 65 en el presente estudio por identificacion

directa).

Por otra parte, es probable que las diferencias en la prevalenciae intensidad de infeccion por Bd se
deban a las caracteristicas de los sitios de estudio. Por ejemplo, enla Laguna de Atezca se observé la
presenciade ganadoy turistas en dos de los sitios de muestreo, que como ha sido sugerido por algunos

investigadores (e.g. Johnson & Speare, 2005; Lujaetal., 2012), pueden ser medios dediseminacion del
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patdgeno, al igual que las avesacuaticas (e.g. patos y garzas; Burrowes & De la Riva, 2017; Hanlon et al.,
2017), anfibios (e.g. Rhinella horribilis, L. berlandieri; Johnson & Speare, 2005; Hernadndez-Austria,
2017), y peces exoticos vectores (e.g. Micropterus salmoides y Oreochromis sp; Luja etal., 2012; Liew et
al., 2017), observados en lugares cercanos a los sitios de muestreo de este trabajo, asi como en el de
Hernandez-Austria (2017). Por lo tanto, todos estos factores podrian explicar la mayor prevalencia e
intensidad de infeccion encontradaen la Laguna de Atezca, en comparacion con Chilijapa, donde estéan

ausentes.

Por otra parte, a pesar de que en varias partes del mundo se han reportado especies susceptibles a
Bd, que han sido afectadas en su crecimiento (Hanlon et al., 2015; Patillo, 2019), cantos reproductivos
(Kelleher et al., 2021), o que incluso han disminuido sus poblaciones o se han extinto (e.g. Incillius
periglenes, Rheobatrachussilus; Daszak et al., 1999), otras especies han mostrado resistencia al patdgeno
(e.g. L. catesbeianus, R. horribilis, Xenopus laevis, Plectrohyla matudai, Pseudacris regilla) al no
presentar signos de enfermedad (e.g. hiperplasia, hiperqueratosis, ulceraciones) y poder sobrevivir con
diferentes grados de infeccion, por lo que han sido sugeridas como reservorios y vectores del hongo
(Daszak etal., 2004; Weldon et al., 2004; Blaustein et al., 2005; Johnson & Speare, 2005; Cheng et al.,
2011). En este sentido, los resultados de nuestro estudio, muestran diferentes grados de infeccién en los
machos analizados de R. miotympanum. Por ejemplo, de acuerdo con Berger et al. (2005), un
zoosporangio de Bd libera aproximadamente 300 zoosporas, por lo que, si se extrapola la intensidad
menor (un zoosporangio) y mayor (42 en Chilijapa,y 62 en la Laguna de Atezca) de cadasitio, asi como
la total (7.9), se obtendria un grado de infeccién de 300, 12,600, 18,600, y 2,370 zoosporas,

respectivamente.

Estudios realizados en poblaciones del estado de Veracruz e Hidalgo también han encontrado
diferentes intensidades de infeccion de Bd en R. miotympanum. Por ejemplo, Murrieta-Galindo et al.
(2014) encontraron grados de infeccion desde 0.1 hasta 175 ZE en cuatro ecosistemas del estado de

Veracruz (dos de bosque mesofilo de montafiay dos agroecosistemas de café), mientrasque Hernandez-
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Austria (2017), desde 26.18 hasta 2,184.41 ZE en tres poblaciones diferentes del estado de Hidalgo.
Ademas, a pesar de que el trabajo de Garcia-Feria etal. (2019) no reporta grado de infeccion en este
hilido, sus resultados de prevalencia en temporadade seca, al igual que eneste estudio, indican que la
especie es altamente susceptible a la infeccion. Por ejemplo, de 47 adultos evaluados, 22 fueron positivos
a Bd, mientras que, de 32 renacuajos, 26 presentaron el hongo, dando como resultado una prevalencia de
46.81y 81.25 %, respectivamente. Por lo tanto, los hallazgos de estos autores, juntos con los resultados de
este estudio, muestran la alta susceptibilidad de la especie al patogeno que puede ser explicada por su
modo reproductivo acuético (Murrieta-Galindo et al., 2014), desarrollo larvario de vida libre, y alta
asociacion a cuerpos de aguaen la fase de renacuajo y adulto (Garcia-Feria et al.,2019), donde ocurre la

fase infectiva (Berger et al., 2005).

Sin embargo, a pesar de esta susceptibilidad y los diferentes grados de infeccion de Bd que pueden
presentar los individuos de R. miotympanum (encontrados en este trabajo y en los estudios citados), la
prueba de Spearman determin6 que no existe un efecto del hongo sobre la estructura morfoldgicay los
cantos reproductivos de los machos de la especie bajo estudio, ademas de que durante los muestreos, no se
observaron signos de enfermedad o individuos muertosa consecuenciadel patégeno, lo que coincide con
las observaciones de Garcia-Feriaetal. (2019). Por lo tanto, estos hallazgos apoyan la idea de que R.
miotympanum podria ser una especie resistente a la infeccion por Bd y actuar como reservorio y vector (al
menos en los sitios evaluados), como ha sido sugerido por Garcia-Feriaetal. (2019) en poblaciones de
Veracruz, lo que permite que el patdgeno se mantenga en la poblacién de la especie y en los ecosistemas
(Briggs etal., 2010). Esta posibilidad tendria que tomarse con precaucion considerando que este hilido se
distribuye en diferentes tipos de ecosistemas, incluido el bosque meséfilo de montafia (como las
poblaciones de Hidalgo aqui evaluadas, y las de Veracruz), el cual se caracteriza por albergar una alta
diversidad de especies y un alto grado de endemismos (Aldrich et al., 1997) y, particularmente en México,
es el ecosistema con mayor diversidad de especies por unidad de area (Rzedowski, 1993), por lo que

podria poner en riesgo a los anfibios mexicanos vulnerables con los que coexiste.
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Existe la posibilidad de que el extenso tiempo entre la interaccion de Bd y anfibios de Hidalgo, al
menos 85 afios de acuerdo con Basanta et al. (2021), haya sido suficiente para que algunas especies, como
podria ser el caso de R. miotympanum, desarrollen estrategias fisiologicas y/o conductuales que permitan
la resistencia al patégeno, incluyendo la respuesta inmunolégica (e.g. péptidos antimicrobianos; Rollins-
Smith, 2023), desplazamiento a sitios mas calidos (termorregulacion; Richards-Zawacki, 2009), presencia
de bacterias en la piel con capacidad de secretar metabolitosanti-Bd (Harrisetal., 2006; Brucker et al.,
2008; Loyau etal., 2024) y/o aumento en la tasa de muda de piel (Davidsonet al., 2003; Ohmer et al.,
2017). En este sentido, a pesar de que ninguna de estas respuestas fue evaluada en los machos de R.
miotympanum, durante la realizacién de los frotis se observé una frecuente muda de piel, por lo que es
posible que esta sea una de las estrategias que utiliza la especie para hacer frente a la infeccion, sin

embargo, es una hipotesis que debe probarse.
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RECOMENDACIONES

Con la finalidad de conocer con mayor seguridad la relacién de Bd con R. miotympanum, se mencionan a

continuacion una serie de recomendaciones:

1. Realizar monitoreos de la especie a lo largo de su distribucion geografica en diferentes
temporadas del afio y tipos de ecosistemas, con la finalidad de comprender coémo se comporta el
patdgeno y el huésped.

2. Determinar el linaje y grupo genético de Bd presente en las poblaciones de la especie, para
determinar si su capacidad de resistencia esta vinculada con la virulencia del hongo.

3. Contemplar en estudios futuros la evaluacion de otras variables bidticas (e.g. estrategias
fisiologicas y conductuales de la especie) y abidticas (e.g. caracteristicas fisico-quimicas de los
habitats) de importancia para el éxito del huésped y el patégeno.

4. Evaluar la adecuacion de las hembras (e.g. tamafio de la puesta, viabilidad y supervivencia de los
renacuajos) y machos (e.g. capacidad reproductiva, viabilidad del esperma) para determinar con

mayor seguridad la ausencia de efecto del patégeno sobre la especie.
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CONCLUSIONES

Se encontr6 una prevalencia total de infeccién por Bd del 68.3 % (86 individuos infectados) y una
intensidad media (nUmero de zoosporangios) de 7.9 (+ 11.8). La Laguna de Atezca presento la prevalencia
e intensidad de infeccién mas alta, con valores de 73.8 % (48 individuos infectados) y 9.8 (+ 14.3),
respectivamente; mientras que Chilijapa, present6 una prevalencia de 62.3 % (38 individuos infectados) y
una intensidad de 5.5 (+ 7.2). Estas diferencias podrian ser explicadas por las actividades antropogénicas

(e.g. turismo, ganaderia) de los sitios de estudio y las especies que albergan (e.g. vectores).

Se encontraron diferencias entre los atributos microambientales de los sitios de estudio (F=6.7; p
= 0.004), sin embargo, no se encontr6 un efecto del ambiente sobre las medidas morfométricas y

caracteristicas acusticas de los cantos reproductivos de la especie, asi como en la infeccidn por Bd.

No se encontraron diferencias significativas en los atributos acusticosentre individuos sanos e
infectadospor Bd (F=1.7, p=0.18), y no se encontrd un efecto del patdgeno sobre la vocalizacién de la

especie.

No se encontraron diferencias significativas en los atributos morfoldgicos entre individuos sanos e
infectados por Bd (F = 1.5, p = 0.18), y no se encontré un efecto del patégeno sobre las medidas

morfométricas de la especie.

La ausencia de efecto de Bd sobre las medidas morfométricasy los cantos reproductivos de los
machos de R. miotympanum, asi como la ausencia de sintomas de la enfermedad y observaciones de muda
de piel frecuente en los individuos, sugieren que la especie, al menos en estos sitios, podria serresistente
al patégeno (como se ha sugerido en este anuro y en otros anfibios) y actuar como posible reservorio y
vector, permitiendo su permanenciaen la poblacion y en el ecosistema. Sin embargo, se requieren estudios
futuros de monitoreo y evaluacion de la respuestadel hilido a la infeccion (muda de piel, sistemainmune,

termorregulacion, y bacterias de la piel) en diferentes temporadas del afio y poblacionesa lo largo de su
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distribucion geografica, que permitan comprender con mayor seguridad la relacion existente entre Bd y la

especie de estudio.
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ANEXO 1. sitios de estudio.

Sitios de muestreo de Rheohyla miotympanum en la Lagunade Atezca. A: Arroyo; B: Poza natural 1;
C: Pozanatural 2.

Sitio de muestreo de Rheohyla miotympanumen Chilijapa.
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ANEXOQO I1. Oscilogramas y espectrogramas del canto reproductivo de los machos de
Rheohyla miotympanum.
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Oscilogramas (A'y C) y espectrogramas (B y D) del canto reproductivo de machos de

Rheohyla miotympanum pertenecientes a la Laguna de Atezca.
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Oscilogramas (A'y C) y espectrogramas (B y D) del canto reproductivo de
machos de Rheohyla miotympanum pertenecientes a Chilijapa.
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ANEXO I11. identificacion de zoosporangios de Batrachochytrium dendrobatidis en

individuos macho de Rheohyla miotympanum de ambas poblaciones de estudio.

Laguna de Atezca

Chilijapa

Infeccién por Bd

Infeccién por Bd

ID Estadio No. total de ID Estadio No. total de
2 3 zoosporangios 2 3 zoosporangios
LT4 4 1 5 LT53 0 0 0
LT5 1 0 1 LT54 0 0 0
LT6 8 2 10 LT55 1 4 5
LT7 10 8 18 LT56 5 6 11
LT8 2 4 LT57 0 0 0
LT9 0 LT58 7 15 22
LT10 32 17 49 LT59 2 1 3
LT11 9 2 11 LT60 4 0 4
LT12 15 4 19 LT61 4 0 4
LT13 3 2 5 LT62 4 6 10
LT14 3 0 3 LT63 0 0 0
LT15 0 0 0 LT64 7 0 7
LT16 7 2 9 LT65 1 0 1
LT17 14 2 16 LT68 0 0 0
LT20 0 0 0 LT69 0 0 0
LT21 0 1 1 LT71 1 2 3
LT22 4 1 5 LT72 0 1 1
LT23 5 8 13 LT73 28 13 41
LT24 2 4 6 LT74 3 1 4
LT25 3 4 7 LT75 0 3 3
LT26 5 2 7 LT76 0 0 0
LT27 41 21 62 LT77 0 1 1
LT28 2 1 3 LT78 0 0 0
LT29 9 3 12 LT79 3 4 7
LT30 1 0 1 LT80 6 1 7
LT31 38 9 47 LT82 8 3 11
LT32 0 0 0 LT89 3 0 3
LT33 0 0 0 LT100 0 0 0
LT34 0 3 3 LT101 0 0 0
LT35 0 0 0 LT102 0 0 0
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