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RESUMEN EJECUTIVO

El hongo quitrido (Batrachochytrium dendrobatidis), patégeno que causa la enfermedad
Ilamada quitridomicosis, ha sido participe de la declinacién de, por lo menos, alrededor
de 500 especies de anfibios alrededor del mundo. El quitrido actta en conjunto con otros
factores que provocan la pérdida de diversidad como la destruccion de habitat,
contaminacion, especies invasoras y el cambio climatico. Se conoce que el cambio de
temperatura, como consecuencia del cambio climatico, fuera del rango Optimo del
hospedero tiene un efecto importante en el sistema anfibio-quitrido. Sin embargo, aln es
necesario entender a una escala mas fina cuél es la dinamica y las posibles consecuencias
de la interaccion entre la temperatura y la infeccion del quitrido. Esta propuesta de
investigacion busca determinar la vulnerabilidad de la rana marsupial de Quito
(Gastrotheca riobambae), una especie bifasica endémica de Ecuador, ante la sinergia de
un aumento de temperatura y la exposicion al quitrido. Para ello, se realizaran
experimentos donde los individuos estaran expuestos al quitrido a diferentes temperaturas
para medir su supervivencia, prevalencia del quitrido y carga de infeccion. Se espera que,
a traveés de este estudio, se logre 1) aislar la cepa de B. dendrobatidis de muestras de piel
de G. riobambae infectadas, 2) conocer a detalle el desarrollo de la quitridomicosis en G.
riobambae y 3) determinar los posibles efectos de la combinacion de un aumento de
temperatura y la infeccion del quitrido en las ranas marsupiales de Quito. Realizar este
tipo de bioensayos ayuda a sentar una linea base para futuros planes de conservacion para
G. riobambae y especies relacionadas.

Descriptores: anfibios, quitrido, cambio climético, bioensayo, susceptibilidad.
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ABSTRACT

The chytrid fungus (Batrachochytrium dendrobatidis), a pathogen that causes the
chytridiomycosis disease, has been involved in the decline of, at least, approximately 500
species of amphibians worldwide. The chytrid acts in concert with other factors that cause
the loss of diversity such as habitat destruction, pollution, invasive species, and climate
change. Temperature change, caused by climate change, outside the optimum of the host
is known to have an important effect on the chytrid-amphibian system. However, it is still
necessary to understand on a finer scale what are the dynamics and the possible
consequences of the interaction between temperature and chytrid infection. This research
proposal seeks to determine the vulnerability of the Quito marsupial frog or Riobamba
marsupial frog (Gastrotheca riobambae), a biphasic species endemic of Ecuador, in the
face of the synergy between the exposure to chytrid and increased temperature. To
accomplish this, experiments will be carried out where individuals will be exposed to the
chytrid at different temperatures in order to measure their survival, chytrid prevalence
and infection load. It is expected that through this study it will be possible to 1) isolate B.
dendrobatidis strain from infected G. riobambae skin samples, 2) know in detail the
development of chytridiomycosis in G. riobambae and 3) determine the possible effects
of the combination of an increased temperature and chytrid infection in the Quito
marsupial frogs. Carrying out this type of bioassay helps to establish conservation plans
for G. riobambae and related species.

Keywords: amphibians, chytrid, climate change, bioassay, susceptibility.
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1. INTRODUCCION

Alrededor del mundo, la biodiversidad est4 siendo amenazada simultaneamente a nivel
bioldgico, ecoldgico y ambiental. Las actividades humanas tienen tal efecto sinérgico sobre la
abundancia y diversidad de especies, que podriamos hablar de una sexta extincion masiva
(Wake y Vredenburg, 2008). ElI cambio de uso de tierra, la destruccion del habitat, la
propagacion de patdgenos y el cambio climéatico se han convertido en el motor de las
declinaciones poblacionales de varios taxa (Grooten y Almond, 2018; Pounds et al., 2006).
Uno de los casos mas alarmantes sobre esta situacion es la disminucion de varias poblaciones
de anfibios -tanto anuros como salamandras- en todo el mundo, reportada desde finales de la

década de los ochenta (e.g. Collins, 2010; Stuart et al., 2004).

Las declinaciones enigmaticas de anfibios alarmaron a la comunidad cientifica, pues la
pérdida simultanea de este importante grupo ecoldgico alrededor del planeta afectaria
significativamente a la dindmica de la cadena alimenticia de los lugares donde ocurren
(Blaustein y Wake, 1990). Entre la incertidumbre de los afios ochenta, se apuntaba a que este
fendmeno estaba causado por factores como destruccion del habitat, introduccion de
depredadores no naturales (Hayes y Jennings, 1986; Moyle, 1973) contaminacion por
pesticidas (Kirk, 1988), lluvia &cida (Barinaga, 1990; Harte y Hoffman, 1989) y hasta al
consumo de ranas (Blaustein y Wake, 1990). No obstante, las poblaciones de anuros mermaban
también en areas donde aparentemente no habia influencia de actividades humanas (Barinaga,
1990; Blaustein y Wake, 1990). Posteriormente, se descubrié que un patégeno fangico era
probablemente uno de los responsables, junto con los mencionados anteriormente, de dichas

declinaciones: el hongo quitrido, Batrachochytrium dendrobatidis (Berger et al., 1998).



1.1. Quitrido: ciclo de vida, origen y diversidad

El hongo quitrido es un patégeno que afecta casi exclusivamente a los anuros y causa
la quitridomicosis, una enfermedad cutanea que puede ser letal y llevar a la extincion de
especies en muchos géneros (Berger et al., 1999; Longcore et al., 1999; Scheele et al., 2019).
La asociacion entre el patdgeno y la enfermedad se realizdé en 1998 y, al afio siguiente, se
describié como especie nueva con muestras de piel de ranas sudamericanas (Berger et al., 1998;
Longcore et al., 1999). Los estudios subsecuentes se centraron en comprender el origen y la
ecologia del hongo, asi como su ciclo de vida (Berger et al., 2005) y temperaturas de desarrollo
(Johnson et al., 2003). En condiciones de laboratorio, la temperatura éptima de crecimiento de
Batrachochytrium dendrobatidis esta entre los 17 y 25 °C, pero alcanza su pico de crecimiento
e infeccion a los 23 °C. El hongo detiene su crecimiento a los 28 °C y muere a los 30 °C

(Piotrowski et al., 2004; Woodhams et al., 2008).

En cuanto al ciclo de vida de B. dendrobatidis, este es un hongo acuatico con etapas de
vida distintivas. Mientras esta en el agua, se encuentra en la etapa maévil de su ciclo, ya que
posee un flagelo que le permite nadar y colonizar la piel de las ranas, se encuentre estas en su
etapa larvaria o adulta. Una vez se ha adentrado en las células epidérmicas del individuo, se
forma un talo esférico que madura y se divide asexualmente para producir zoosporas nuevas.
Dichas esporas se liberan a la superficie de la piel, lo que les permite salir del huésped al
exterior (Fig. 1; Rosenblum et al., 2010). Aunque los efectos que causa en los anuros varian
dependiendo del estadio, el hongo ataca principalmente a las células de queratina presentes en
la boca de los renacuajos y en la piel de los adultos. Durante la etapa larvaria de las ranas, el

hongo quitrido provoca la pérdida de las secciones queratinizadas de las piezas bucales



afectando potencialmente a su desempefio y alimentacion (Kilpatrick et al., 2010). La infeccion
de B. dendrobatidis en los adultos provoca la proliferacion de las células queratinaceas y la
fusion de las capas de queratina, desembocando en un engrosamiento de las capas
impermeables de la piel (Berger et al., 1998). Este efecto podria perturbar la osmorregulacion
y/o el equilibrio idnico a través de la piel de las ranas, lo que podria ser letal considerando que

este drgano es el encargado de la respiracion y defensa (Voyles et al., 2007).

CICLO DE VIDA DEL HONGO QUITRIDO DE LOS ANFIBIOS

Esporas excavan

dentro de la piel y
Esporas nadan J ‘ desarrollan el talo
hacia las ranas 4 ‘

v

Atelopus infectado
usualmente muere
en 120 dias

Esporas se liberan sl
/ después de 4 - 5 dias 470 . ; y El hongo maduro

4 se convierte en

.

\

rl |
Ly

‘ ;(\/ esporangio

Fig. 1. llustracién del ciclo de vida del hongo quitrido, ejemplificado con una rana del género
Atelopus. Aunque no esta representado en la ilustracion, las esporas acuaticas del hongo
infectan también a los anuros mientras estos son renacuajos. Traducido por la autora.
Fotografias del ciclo de vida de Batrachochytrium dendrobatidis: Rosenblum et al. (2010).
llustracion: Brian Gratwicke (2014).



El origen de B. dendrobatidis ha sido objeto de investigacion para determinar como se
disemino al resto del planeta. Hasta el momento, se han sugerido a Africa (Weldon et al., 2004),
Ameérica del Norte (Talley et al., 2015) y del Sur (Rodriguez et al., 2014), Japon (Goka et al.,
2009) y el este de Asia (Bataille et al., 2013) como posibles puntos de origen del hongo. Sin
embargo, se ha encontrado que Asia, especificamente la cepa del quitrido del este de Asia,
podria ser la fuente original de la que se derivaron todas las otras encontradas alrededor del
mundo (Byrne et al., 2019; O’Hanlon et al., 2018). Antes de este reciente descubrimiento, era
ampliamente aceptado que Africa era la cuna de B. dendrobatidis y que el comercio de la rana
de unas africana (Xenopus leavis), usada como prueba de embarazo en la década de 1930, fue
el medio de dispersién del quitrido hacia el resto del mundo (Weldon et al., 2004). Ahora, se
ha propuesto que la aparicion del hongo como patdgeno se remonta a principios del siglo XX,
lo que coincide con la expansion del comercio global de anfibios (O’Hanlon et al., 2018). La
alta virulencia y patogenicidad de B. dendrobatidis registrada actualmente pueden ser producto
de la introduccion de especies exdticas, ya que estas acarrean patdgenos con los que han
coevolucionado y para los que han desarrollado defensas a los lugares donde han sido
introducidas. Las especies nativas se ven expuestas a estos nuevos patdgenos, para los cuales
no tienen defensas, por lo que los efectos que estos desencadenen podrian ser letales (Fisher y

Garner, 2007; Weldon et al., 2004).

Existen cinco linajes principales reportados para B. dendrobatidis, de acuerdo con
estudios basados en la filogenia del genoma completo del hongo (Byrne et al., 2019; O’Hanlon
et al., 2018). El linaje que esta globalmente distribuido y es responsable de la mayoria de las
muertes de poblaciones de anuros lleva el nombre de BAGPL, donde las siglas corresponden a
“global panzootic lineage” (linaje panzodtico global) (Farrer et al., 2011). El linaje BACAPE

fue Ilamado asi por ser descrita a partir de muestras colectadas en la Provincia del Cabo,
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Sudafrica. Ahora, BACAPE se ha registrado también en Camerun, Mallorca, Reino Unido
(Farrer et al., 2011; O’Hanlon et al., 2018), Holanda y Honduras (Byrne et al., 2019). El tercer
linaje es BAASIAL, descrito con aislados obtenidos en Corea del Sur e incluye al anterior linaje
BdCH encontrado en Suiza (Farrer et al., 2011). En cuanto al cuarto linaje, BdBrazil/ASIA2,
fue nombrado primero como BdBrazil porque las muestras se obtuvieron del Bosque Atlantico
de Brasil (Schloegel et al., 2012). Sin embargo, se renombr6 como BdBrazil/ASIA2 para
adjuntar al linaje BdKorea, que mostro estar estrechamente relacionado con BdBrasil a través
de evidencia de secuenciacion de todo el genoma (Farrer et al., 2011). Por ultimo, el quinto
linaje, BAASIA3, recientemente descrito por Byrne et al. (2019), esta ampliamente distribuido

en Filipinas, Indonesia y algunas partes de China.

A pesar de que se han documentado estos cinco linajes del hongo quitrido, todavia
queda mucho por investigar respecto a su diversidad e historia evolutiva. Se advierte que las
poblaciones de anfibios aisladas y poco estudiadas alrededor del mundo probablemente
alberguen diversidad de Bd indocumentada (Byrne et al., 2019). Este podria ser el caso de
Ecuador, donde se sabe muy poco de la diversidad del quitrido presente en las poblaciones
afectadas. EIl primer reporte para Ecuador y Sudamérica fue realizado por Ron y Merino-Viteri
(2000), donde ya se indica la poca atencion que ha recibido el quitrido y su efecto en las
poblaciones de anfibios en el pais. Si bien en Ecuador se siguen reportando nuevos registros
de B. dendrobatidis para poblaciones de diversas especies, pocos estudios se han hecho sobre
la diversidad y filogenia del hongo. Vizcaino Alonso et al. (2013) encontraron 11 haplotipos
de Bd en muestras provenientes de varias provincias del pais. Mientras que seis de estos
haplotipos fueron unicos para Ecuador, el resto de ellos eran compartidos con paises como
Estados Unidos, China, Japén, Belice y Sudafrica (Vizcaino Alonso et al., 2013). Dada la

diversidad de haplotipos hallada en las muestras, al parecer ocurrieron varios eventos de
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introduccién del hongo a Ecuador. Por otra parte, el estudio de Byrne et al. (2019) situd a las
siete muestras swab (métodos no invasivos de coleccion a traves de frotis) positivas para
quitrido, tomadas de especimenes de museos de Ecuador, dentro del linaje BAGPL. Sin duda,
la informacion provista por los estudios mencionados arroja un poco de luz sobre la diversidad
del quitrido en Ecuador. No obstante, alin es necesario realizar investigaciones mas profundas
y con mas muestras para determinar si las cepas que se encuentran en el pais pertenecen

solamente al linaje BAGLP, a otro de los cuatro linajes restantes o a uno completamente nuevo.

1.2. Cambio climatico y quitrido

El cambio climatico ha provocado que sistemas como los Andes tropicales, que
conforman uno de los hotspots de biodiversidad del mundo, atraviesen cambios drasticos a
nivel biodtico y abidtico (Myers et al., 2000). En el mejor de los casos, el aumento de
temperatura podria inducir desplazamientos de distribucion de especies montanas hacia las
cumbres de los Andes tropicales, en busca de sus condiciones 6ptimas (Ron et al., 2011). En el
peor escenario, las especies se extinguen, ya sea porque no pueden desplazarse hacia lugares
mas apropiados, porque estos no existen o porque los efectos del cambio son muy drasticos.
Por lo tanto, las especies de altitud estan expuestas a nuevos competidores, patégenos, rangos

de distribucion mas restringidos y estrés (Larsen et al., 2012).

La pérdida de biodiversidad causada por el hongo quitrido comprende una de las
mayores registradas en el mundo. Se estima que este patdgeno invasivo ha participado en la
declinacion de 501 especies de anfibios en todo el mundo (Scheele et al., 2019). Se ha visto

que las especies de zonas de gran altitud, con rangos de distribucion restringidos y tamafios



corporales grandes son mas propensas a contraer quitridomicosis (Bielby et al., 2008; Hof et
al., 2011; Scheele et al., 2019). Aunque para algunas especies de anuros Batrachochytrium
dendrobatidis es la causa principal de su declinacién, en muchas otras especies se ha
demostrado que actua en conjunto con la pérdida de habitat y cambio climatico (Sodhi et al.,

2008; Wake y Vredenburg, 2008).

Puesto que el cambio climético ha provocado fluctuaciones impredecibles en el clima,
los anfibios pueden estar sometidos a varias presiones a la vez (e.g. destruccién del hébitat,
especies introducidas, cambios drasticos de temperatura), comprometiendo su sistema
inmunoldgico. Los anfibios adaptados a temperaturas calidas podrian ser mas susceptibles a
contraer la quitridomicosis cuando se encuentran bajo condiciones inusualmente frias, mientras
que los anfibios adaptados a condiciones frias seran mas susceptibles a infectarse con el
quitrido bajo temperaturas inusualmente calidas (Cohen et al., 2017; Cohen et al., 2018). Este
fendbmeno indica que los anfibios son mas vulnerables ante el quitrido cuando existen
desajustes térmicos (cambios drasticos en la temperatura ambiente que difiere en la temperatura
optima del hospedero) en las condiciones climaticas de sus habitats o, dicho de otro modo,
estan fuera de su temperatura Optima y/o rango de tolerancia térmica (Cohen et al., 2019;
Nowakowski et al., 2016). Ademas, el contexto ambiental y la tolerancia del hospedero a la
modificacion del habitat son variables importantes al definir la magnitud del efecto del
desajuste térmico (Nowakowski et al., 2016). El conjunto de todas las consecuencias derivadas
del desajuste térmico, como producto del cambio climatico, pudieron haber contribuido a las

diminuciones poblacionales de anfibios en todo el mundo (Cohen et al., 2019).



En Ecuador, las anormalidades climaticas registradas en las décadas de los afios 80 y
90 coinciden con las declinaciones mas drasticas de anuros (Merino-Viteri 2011; Ron et al.,
2003). Se ha reportado un aumento del limite superior de la distribucién altitudinal de varias
especies (Bustamante et al., 2005). Ademas, se ha encontrado que las zonas mas secas 0 con
una precipitacion cercana y/o menor a la esperada respecto a la altitud a la que se encuentran
son las que mas contienen especies dentro de la categoria En Peligro Critico de la IUCN. Al
parecer, dichas zonas también poseen condiciones climaticas que favorecerian a la
quitridomicosis (Menéndez-Guerrero y Graham, 2013). El hongo quitrido ha estado presente
en la mayoria de ranas andinas desde 1970 (Guayasamin et al., 2014; Manzano Pasquel, 2014;
Ron et al., 2011). Con respecto al futuro, a traveés del uso de modelamiento de nichos
ambientales, se predice que el quitrido estard distribuido principalmente en los Andes
(Menéndez-Guerrero y Graham, 2013). Sin embargo, Batrachochytrium dendrobatidis ha
causado un efecto diferenciado entre los géneros de ranas. Existen géneros que han sido muy
afectados por el quitrido, como es el caso de Atelopus, Telmatobius e Hyloxalus (La Marca et
al., 2005; Merino-Viteri et al., 2005; Ron et al., 2011). En cambio, hay otros grupos que no se
han visto tan afectados, como las ranas marsupiales del género Gastrotheca (Anura:
Hemiphractidae), donde existen casos de especies que han sufrido declinaciones y otras

especies que no lo han hecho (Carvajal-Endara et al., 2019).

En el género Atelopus, se estima que el 58% de las especies han presentado
declinaciones poblacionales y se cree que muchas de ellas podrian estar extintas (La Marca et
al.,, 2005). Sin embargo, hay algunos casos en los que se ha descubierto remanentes
poblacionales, como el del sapo Jambato (Atelopus ignescens; Coloma, 2016). Para
Telmatobius, ninguna de las tres especies (T. cirrhacelis, T. niger y T. vellardi) que se

encontraban en el pais han sido reportadas desde 1994, ya que han sufrido declinaciones tan

8



drésticas, que pudieron desembocar en su extincion (Merino-Viteri et al., 2005). Segun el
estudio de Menéndez-Guerrero y Graham (2013), los registros de especies de los dos géneros
mencionados anteriormente coincidieron mas con la distribucion del quitrido (Atelopus en un
77% y Telmatobius en un 91%) en Ecuador en comparacion con el género Pristimantis (50%).
En Hyloxalus, no se han encontrado poblaciones de varias especies en su rango de distribucion

historico (Ron et al., 2011).

En cuanto al género Gastrotheca, este corresponde a las ranas marsupiales, con 20
especies en Ecuador, siendo nueve de ellas endémicas (Duellman y Hills, 1987; Ron et al.,
2019). El 75% de las especies esta en una categoria de amenaza de la Unién Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés; IUCN, 2019). Once de las
especies tienen ciclos de vida monofasicos o de desarrollo directo. Es decir, no tienen etapa
larvaria, las hembras expulsan ranas completamente formadas de su marsupio. En contraste,
las nueve especies restantes son bifasicas, cumpliendo con el ciclo de vida ampliamente
conocido para anuros (Carvajal-Endara et al., 2019). Las ranas marsupiales han estado
vinculadas al hongo quitrido por lo menos desde 1974 (Manzano Pasquel, 2014). Aungue en
las zonas altoandinas han existido eventos que han provocado la desaparicion de otras especies
de anuros que viven en simpatria con ranas marsupiales bifasicas de altitud, estas Gltimas no
se han visto mayormente afectadas por ellos. En cuanto a las especies monofésicas, no se han
registrado avistamientos para la mayoria de ellas desde finales de los afios 80 (Carvajal-Endara

etal., 2019).

Contrario al contexto nacional, en Per( la susceptibilidad de las especies de

Gastrotheca no varia segun el mecanismo reproductivo (monoféasica y bifasica), sino que puede



cambiar entre especies cercanamente relacionadas. Catenazzi et al. (2017) reportaron que la
especie monofasica Gastrotheca excubitor fue mucho menos susceptible al hongo quitrido que
Gastrotheca nebulanastes, estrechamente relacionada, en los experimentos de susceptibilidad
ante Bd. Dicha diferencia residia en las bacterias cutdneas presentes en la piel de ambas
especies, donde la microbiota de G. excubitor tuvo mayor capacidad para inhibir el crecimiento
del quitrido en comparacion con G. nebulanastes (Burkart et al., 2017). Conocer por queé se da
esta diferencia entre las especies bifasicas y monofésicas presentes en Ecuador podria ser una
herramienta clave para entender el sistema anfibio-quitrido a una escala mas fina y tomar

medidas de conservacion adecuadas para las distintas especies.

En Quito, capital de Ecuador, se ha reportado la presencia de B. dendrobatidis en
adultos y renacuajos de la poblacion de Gastrotheca riobambae presente en el Parque
Metropolitano Guangtiltagua (Manzano, 2010). El nivel de infeccion de los renacuajos de esta
poblacion tiene una relacion directamente proporcional con la temperatura del agua (Manzano,
2010). Ademas, también se encontr6 quitrido en las muestras tomadas de las poblaciones de
G. riobambae del volcan Pasochoa, ubicado en los alrededores de Quito (Ramirez y Rodriguez,
2011). Actualmente, B. dendrobatidis no parece ser una de las principales amenazas para G.
riobambae (Ramirez y Rodriguez, 2011). Sin embargo, es incierta la vulnerabilidad que pueden
tener las ranas marsupiales adultas ante una combinacion entre un aumento de temperatura y
la quitridomicosis. Por lo tanto, existen varias brechas de conocimiento sobre los efectos que
causaria en las especies de Gastrotheca el aumento de temperatura, como consecuencia del
cambio climatico, y el hongo quitrido. Estas dos presiones son determinantes en la disminucion
de las poblaciones de anfibios (Garner et al., 2010; Menéndez-Guerrero y Graham, 2013), por
lo que entender su interaccion es importante para prever la susceptibilidad de las especies
restringidas a rangos de temperatura y distribucion estrechos (Scheele et al., 2019).
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1.3. Objetivo general:

El objetivo de este proyecto es determinar la susceptibilidad de las ranas marsupiales

de Quito (Gastrotheca riobambae) al hongo quitrido, Batrachochytrium dendrobatidis, a

diferentes temperaturas. La informacion que se generara en este estudio ayudaria a establecer

una base para tomar medidas de conservacion conforme a la severidad de los efectos resultantes

de la interaccion entre ambos factores.

1.4. Objetivos especificos, hipotesis y predicciones:

Establecer la sintomatologia de la quitridomicosis y la supervivencia de los
individuos de Gastrotheca riobambae expuestas a Batrachochytrium

dendrobatidis bajo diferentes condiciones de temperatura.

Ho: No habra diferencia en la susceptibilidad de las Gastrotheca riobambae
expuestas a Bd a diferentes temperaturas.

Ha: Habréa diferencia en la susceptibilidad de las Gastrotheca riobambae
expuestas a Bd a diferentes temperaturas.

Prediccién: Los individuos de G. riobambae expuestos a Bd y una temperatura
mayor (sobre el promedio al que estan expuestas las ranas) presentaran mas
sintomas y/o una tasa de mortalidad més alta, debido al efecto sinérgico entre el

aumento de temperatura y la exposicion al hongo.

Examinar si hay diferencias en la carga de infeccion de Gastrotheca riobambae

de acuerdo con los tratamientos donde seran sometidas a distintas temperaturas.
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Ho: El aumento de temperatura no esté asociado con el aumento de la carga de
infeccion de Batrachochytrium dendrobatidis en los individuos Gastrotheca
riobambae.

Ha: El aumento de temperatura esta asociado con el aumento de la carga de
infeccion de Batrachochytrium dendrobatidis en los individuos Gastrotheca
riobambae.

Prediccion: Los individuos expuestos a Bd y a una temperatura mayor seran

quienes presenten mayor carga de infeccion de B. dendrobatidis.
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2. METODOS

2.1. Descripcion de la especie

Gastrotheca riobambae (Fowler, 1913) es una especie bifasica endémica de Ecuador.
Esté distribuida entre los 1800 a 3220 metros sobre el nivel del mar, en valles y bosques
interandinos del norte y centro del pais. Ocurre en una gran variedad de hébitats, incluyendo
bosques conservados y plantaciones. Su distribucion se solapa con areas protegidas como las
Reservas Ecoldgicas Los llinizas y Cotacachi-Cayapas y el Parque Nacional Cotopaxi (Fig. 2)
(Chasiluisa et al., 2020). La coloracién de G. riobambae varia entre marron y verde, con o sin
presencia de manchas o rayas verdes o cafés y el vientre gris o crema con o sin manchas
marrones (Fig. 3a 'y 3b) (Chasiluisa et al., 2020). Son de tamafio mediano-grande, los machos
miden (longitud rostro cloacal, LRC) un promedio de 43 mm y las hembras de 48,6 mm
(Duellman y Trueb, 2015). Las hembras transportan a los huevos fecundados en el marsupio
hasta que son liberados como renacuajos en aguas empozadas o casi quietas (Fig. 3f) (Del Pino,

1975).

Segun la IUCN, el estado de conservacién de G. riobambae esta clasificado como En
Peligro respecto a su estado de conservacion (IUCN, 2019). Las principales amenazas que
enfrenta la especie son: cambio de uso de tierra por la agricultura y acuacultura, especies
invasoras, contaminacién y cambio climatico (Coloma et al., 2004). En cuanto al grado de
amenaza frente a Batrachochytrium dendrobatidis, no se han realizado estudios para saber
cuanto puede llegar a afectar la infeccion por el hongo a G. riobambae en su aptitud y desarrollo
vital. Como se ha mencionado anteriormente, en Quito, Ecuador, se ha registrado individuos

de la especie infectados en varias poblaciones de la capital (Manzano, 2010; Ramirez y
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Rodriguez, 2011). Sin embargo, para las poblaciones del volcan Pasochoa, se estipula que la
principal amenaza para G. riobambae es la destruccion del habitat (Ramirez y Rodriguez,

2011).

Afortunadamente, las ranas marsupiales de Quito estan incluidas en dos iniciativas de
conservacion en Ecuador. Una de ellas es el Centro Jambatu para la Investigacion y
Conservacion de Anfibios. Alli, las ranas marsupiales de Quito son criadas y reproducidas para
proyectos de investigacion que buscan comprender mejor los procesos bioldgicos de la especie.
Entre los proyectos de conservacion de la entidad, se han realizado estudios para determinar
los sitios adecuados donde los individuos de G. riobambae puedan ser reintroducidos a habitats
naturales (Centro Jambatu, 2020). Por su parte, el proyecto Balsa de los Sapos de la Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador (PUCE) también cria y reproduce exitosamente individuos

de G. riobambae con fines investigativos (Cadena Quevedo y Garcia Romo, 2012).

Por altimo, G. riobambae fue declarada especie emblematica de Quito por la Secretaria
General de Consejo de la ciudad en 2012. En la resolucion se resalta la relacion de la especie
con la cultura popular y cdmo esto la ha convertido en parte de la fauna caracteristica de Quito.
Se menciona también que actualmente la rana marsupial de Quito ya no es tan comun debido
a la expansion del casco urbano, pues sus poblaciones han disminuido en un 50% durante las

ultimas tres generaciones (Concejo Metropolitano de Quito, 2012).
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Mapa de distribucion potencial de Gastrotheca riobambae
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Modelo de la idoneidad del habitat para esta especie en base al algoritmo de
maxima entropia (MAXENT). Las cruces negras representan localidades donde
esta especie ha sido registrada. Para mas detalles sobre la generacion del modelo
y su significado visite la seccion de Contenidos. Fecha de generacion: 25/abr/2020

Disponible bajo licencia Creative Commons Attribution 3.0, no-comercial. Usar citando la fuente. Pontificia Universidad Catélica del Ecuador.
La informacidn provista por los modelos no debe ser usada en investigaciones o publicaciones sin citar su fuente y sin que antes haya pasado
por un proceso de validacion. Este proceso es necesario, entre otras razones, porque la base de datos puede tener errores de identificacion y georeferenciacion

Fig. 2. Mapa de distribucion potencial de Gastrotheca riobambae. Fuente: Chasiluisa et al.
(2020).
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Fig. 3. Gastrotheca riobambae. a. y b. Variacion de coloracién en diferentes individuos. Fotos:

Wikiri S.A. ¢. Renacuajo de la especie. Foto: Luis A. Coloma. d. Macho de la especie. Foto:
Mario H. Yéanez-Mufoz. e. Metamorfo y juveniles. Foto: Santiago R. Ron. f. Hembra gravida
(con huevos en su marsupio) de la especie. Foto: Wikiri S.A.
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2.2. Declaracion de ética

El protocolo de cuidado animal sera sometido al Comité de Cuidado Animal de St.
John’s University en la ciudad de Nueva York, Estados Unidos. Ademas, se tramitara el
permiso pertinente con el Ministerio del Ambiente de Ecuador para realizar los experimentos

con individuos vivos.

2.3. Aislamiento del hongo quitrido

El aislamiento de Batrachochytrium dendrobatidis sera realizado en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ), usando muestras de piel
(trozos de piel de 0,5-1 mm?; Longcore et al., 1999) de individuos de Gastrotheca riobambae
infectados, provistos por el Zooldgico de Guayllabamba (QuitoZoo) o el Centro Jambatu. Las
muestras de piel serdn extraidas de ranas sacrificadas aplicando Roxicaina (Lidocaina, 10%)
en espray en su dorso (Ellison et al., 2020). Se considera necesario aislar la cepa del hongo
quitrido directamente de una muestra de individuos de la misma especie para evitar inocular

una cepa extranjera o a la que la especie tenga una vulnerabilidad diferenciada.

Se utilizara la metodologia desarrollada en Longcore et al. (1999) (Fig. 4). Los medios
de cultivo que se usaran son: agar nutriente PmTG (1 g leche peptonizada, 1 g triptona, 5 g
glucosa, 10 g agar, 1 L agua destilada con 400 mg sulfato de estreptomicina y 200 mg
penicilina-G agregadas después de autoclavar) y TGhL (16 g triptona, 4 g gelatina hidrolizada,

2 g lactosa, 12 g agar, 1 L agua destilada).
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PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE BATRACHOCHYTRIUM DENDROBATIDIS

7 ™ 7 ™y
Se arrastran pequerios trozos Se afiade agua destilada
(0,5-1 mm?) de piel infectada estéril a los cultivos del
a través de agar con una aguja aislado que crecen en 20
estéril para eliminar bacterias placas de agar para inducir la

y células de levadura. descarga de zoosporas.
p. vy p. vy
" ™ " ™y
S Para producir zoospaoras y cultivar
Los trozos de piel limpiados se z00sporangia para microscopia
transfirieren a una placa de Aptica, se esparce
agar nutriente PmTG y se aproximadamente 1 ml de caldo
incuban en condiciones que contiene el hongo en placas
ambientales (20-23 ° C). de cultive que contienen agar de
triptona al 2% o agar TGhL.
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" ™ " ™

Los esporangios gue se
desarrollan en la piel de la
rana se afiaden al caldo
PmTG.

Después de 16 dias, el caldo
sera opalescente por el
crecimiento del hongo.

Fig. 4. Procedimiento de aislamiento del hongo quitrido (Batrachochytrium dendrobatidis)

desarrollado por Longcore et al. (1999). Esquema elaborado por la autora.

2.4. Experimentos

Trabajaremos con 108 adultos criados en cautiverio de Gastrotheca riobambae
provistas por el QuitoZoo, ubicado en el Distrito Metropolitano de Quito, Ecuador. De ser
posible, se seleccionaran individuos que tengan un tamafio corporal similar y que el grupo de
ranas tenga una proporcion equilibrada de sexos. Esta colaboracién es posible a través de un
convenio en proceso entre la Universidad Indoamérica (UTI) y el Zooldgico de Guayllabamba,
en donde ambas partes se veran beneficiadas. Para el QuitoZoo, el presente estudio le ayudara

a determinar si los individuos de G. riobambae estan infectados por el hongo quitrido y cuan
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vulnerables son ante el patégeno. Ademas, las ranas utilizadas en el experimento seran
devueltas libres del hongo, lo que evita que haya contagios no deseados en los otros individuos
de la especie criados en cautiverio. Por su parte, la UTI se favorecera de este acuerdo al facilitar

su participacion y colaboracion en los proyectos de conservacion realizados por el QuitoZoo.

En el QuitoZoo, las ranas seran tratadas con un procedimiento antifingico que consiste
en bafar a las ranas en Itraconazol por cinco minutos, durante 10 dias (Jones et al., 2012). Los
individuos seran transportados a la UTI, sede Quito (Ecuador), donde el experimento se llevara
a cabo. Alli, a todos los individuos se les tomard muestras de piel a través de swabs para
comprobar que no tengan Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), usando una Reaccion en
Cadena de Polimerasa cuantitativa (QPCR, por sus siglas en inglés) en la USFQ. También,
seran medidas (longitud rostro-cloacal, LRC; mm; Calibrador Scala®), pesadas (g; Balanza
digital BOECO BBI-41 ® (BOECO, Alemania)), sexadas y fotografiadas dorsalmente (Canon
7D Mark 1I) para su identificacién. Las ranas seran mantenidas en terrarios de plastico
individuales con tapas de aislamiento ventiladas con el piso interior cubierto por papel
absorbente humedecido con agua, que sera cambiado dos veces por semana. Los animales seran
alimentados dos veces por semana con grillos espolvoreados con calcio ad libitum, adquiridos

en el Centro Jambatu.

Las ranas seran asignadas aleatoriamente a los seis grupos de tratamiento: 1) control
(ranas no infectadas mantenidas a 14 °C), 2) Bd (ranas infectadas a 14 °C), 3) cambio climatico
con un aumento de temperatura de 2° (CC, ranas no infectadas a 16 °C), 4) Bd en un escenario
de cambio climatico con un aumento de 2° (Bd / CC, ranas infectadas a 16 °C), 5) cambio

climatico con un aumento de temperatura de 5° (CC+, ranas no infectadas a 19 °C) y 6) Bd en
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un escenario de cambio climatico con un aumento de temperatura de 5° (Bd / CC+, ranas
infectadas mantenidas a 19 °C). La temperatura del control y el tratamiento de Bd fue escogida
porque 14 °C es la temperatura media anual para Quito, en donde una de las poblaciones de G.
riobambae habita (Climate-Data.org). Para los tratamientos CC y Bd / CC, la temperatura de
exposicion es 16 °C, correspondiente a 2° mas que la temperatura promedio (14 °C), siguiendo
las proyecciones del Panel Intergubernamental sobre Cambio Climatico (IPCC por sus siglas
en inglés) del escenario 8,5 de las Rutas Representativas de Concentracion (RCP por sus siglas
en inglés; IPCC, 2013). Por ultimo, la temperatura de los tratamientos CC+y Bd / CC+ es 19
°C, ya que es la temperatura diaria promedio mas alta alcanzada en Quito (Weather Spark). Por
lo tanto, las poblaciones de G. riobambae que ocurren en la ciudad experimentan esta
temperatura. Finalmente, todos los tratamientos tendran tres repeticiones simultaneas. Cada

repeticion tendré 6 terrarios con 1 individuo cada uno, con un total de 18 ranas por tratamiento

(Fig. 5).

Previo a la infeccién, obtendremos observaciones base de las ranas durante una semana,
relacionadas con la sintomatologia de la quitridomicosis. La sintomatologia consiste en cinco
signos: postura anormal, desprendimiento excesivo de la piel, pérdida de apetito, letargo y
pérdida del reflejo de enderezamiento (Ellison et al., 2020). Para las observaciones base, cada
individuo en su terrario sera observado durante 10 minutos al dia, durante 7 dias. En el primer
dia del experimento, los individuos asignados a los tratamientos de Bd, Bd / CC y Bd / CC+
seran pipeteados directamente en la espalda con 3ml de 1,25 x 10° zoosporas/ml del asilado de
Bd obtenido, en triptona al 1% (Cohen et al., 2018). El conteo de zoosporas se realizara

mediante hematocitometro y/o espectrofotometria (Cohen et al., 2018; Voyles et al., 2017).

20



CONTROL Bd cc Bd/cC CC+ Bd [ CC+

(14 °C) (14 °C) (16 °C) (16 °C) (19 °C) (19 °C)
el ] €] & e el Ele]l =€
weor: [ [ FE BFE BE BE BEE
FE BE FE BE BEE BEE

n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
o] ] [l le] el &) @]l 6]

roetiionz |65 |64] [ &< &[] |6€] 9] €9 1] [ &
o] ] [Ells] [Ells] el kel el [ 1]

n=6 n=6 n=6 n=6 n==6 n=6
53 ) e ) () Qe e (] e (3 ) ) e e | [

repeticion3 || [&]  [&2] [ ][] [ [E]E] [ @@
= EE EE EE @ EE]

n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6

18 18 18 18 18 18

Fig. 5. Representacion visual del montaje del experimento. Los tratamientos: control (ranas no
infectadas), Bd (ranas infectadas con Batrachochytrium dendrobatidis), escenarios de cambio
climético (CC y CC+, ranas no infectadas) y Bd en escenarios de cambio climatico (Bd/ CCy
Bd / CC+, ranas infectadas) con sus respectivas temperaturas se muestran en la parte superior.
Los rectangulos representan terrarios de plastico, cada uno conteniendo un individuo de

Gastrotheca riobambae. Los terrarios seran mantenidos en estanterias.

Los experimentos seran llevados a cabo una vez se obtenga el aislado del hongo quitrido
y duraran seis semanas, considerando que este es el tiempo promedio que se utiliza en estudios
similares (e.g. Catenazzi et al., 2017; Cohen et al., 2017; Cohen et al., 2018). Durante el
experimento, cada terrario serd& monitoreado diariamente durante 10 minutos para
supervivencia, temperatura corporal y sintomatologia de la enfermedad. Los datos seran
registrados en fichas con la fotoidentificacién, codigo, tratamiento, repeticion, fecha, lista de
verificacion de la sintomatologia y observaciones adicionales del individuo (Anexo 1). Cada

semana, se colectaran swabs cutaneos para identificar la prevalencia de Bd y cuantificar la
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carga de infeccion de las ranas. La prevalencia de Bd sera calculada dividiendo el nimero de
individuos infectados para el numero total de individuos en cada tratamiento (Catenazzi et al.,

2017).

Los individuos seran pesados y medidos semanalmente para rastrear cualquier cambio
que podria ocurrir durante el experimento y el desarrollo de la enfermedad. Si los individuos
presentan pérdida del reflejo de enderezamiento o todos los otros cuatro sintomas de
quitridomicosis, seran sacrificados aplicando Roxicaina en espray en su dorso (Ellison et al.,
2020). Al finalizar el experimento, todos los individuos sobrevivientes y sin signos de la
infeccion seran devueltos al QuitoZoo, donde serdn sometidos al procedimiento antiflngico y

reincorporados a sus proyectos anteriores.

2.5. Analisis moleculares

Semanalmente, realizaremos swabs de la piel de cada rana con un hisopo estéril con
punta de rayon para determinar la prevalencia de Bd y la carga de infeccion. Cada rana sera
frotada suavemente 30 veces de la siguiente manera: 5 frotes en cada lado de la linea media
abdominal, 5 en la parte interna de los muslos de cada pata trasera y 5 en la membrana
interdigital del pie de cada pata trasera (Catenazzi et al., 2017). Las muestras de swabs se
analizaran utilizando la técnica de reaccidn en cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR) para

detectar la prevalencia y la carga de infeccion (Boyle et al., 2004).

22



La reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa es una técnica para amplificar el ADN
y cuantificarlo al mismo tiempo. Por esta razon, también es llamada reaccion en cadena de
polimerasa en tiempo real. EIl proceso se realiza como una PCR simple, pero se agrega al
Master Mix una sustancia con fluoréforo que calcula la tasa de generacion de un producto de
interés (en este caso, la carga de infeccion del quitrido por individuo). Para ello, se necesita un
termociclador capaz de detectar la longitud de onda emitida por el fluoréforo al ser excitado, a
través de sensores de fluorescencia. La cuantificacion se realiza al final de cada ciclo de

amplificacion (Heid et al., 1996).

Este procedimiento se realizara en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
San Francisco de Quito. Puesto que los analisis de gPCR calculan la carga de infeccién de Bd
como equivalentes gendmicos, este valor sera transformado a zoosporas equivalentes para cada
individuo (Vrendenburg et al., 2010). La transformacion es necesaria para que el estudio sea

comparable con otras investigaciones (Catenazzi et al., 2017).

2.6. Andlisis estadisticos

Usaremos el Survival Package de R 3.3.2 (Therneau, 2012) para comparar la
supervivencia entre los tratamientos. Ademas, utilizaremos modelos de Efectos Lineares
Mixtos con los tratamientos como variables de efectos fijos y el tamafio, sexo y tiempo durante
el experimento como efectos aleatorios. Estos modelos seran procesados en R 3.3.2 (R Core

Team, 2019).
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3. RESULTADOS ESPERADOS

Con esta propuesta de investigacion se espera obtener tres productos principales. En
primer lugar, se aislara la cepa de Batrachochytrium dendrobatidis a partir de muestras de piel
de Gastrotheca riobambae. Este primer paso es fundamental para poder continuar con la etapa
experimental del estudio, puesto que se considera necesario aislar la cepa de la misma especie
para no agregar variables de confusion que podrian influir en los resultados. Durante este
procedimiento, es muy probable que se desarrolle un protocolo de asilamiento adaptado para
G. riobambae, pero que también pueda aplicarse a otras especies de anuros. Dicho protocolo
base, elaborado dentro del contexto nacional, podria ser Gtil para futuros estudios parecidos al

propuesto aqui o de otro tipo, como se mencionara posteriormente.

En cuanto a la etapa experimental, se espera que los individuos de G. riobambae
pertenecientes a los tratamientos Bd (ranas infectadas a 14 °C), Bd / CC (ranas infectadas a 16
°C) y Bd / CC+ (ranas infectadas a 19 °C) se infecten con el hongo quitrido y desarrollen la
sintomatologia de la enfermedad. Ademas, se espera que las ranas del tratamiento Bd / CC+
presenten mas sintomas y una menor supervivencia. Con ello, podremos establecer los
sintomas de la quitridomicosis y la supervivencia de las ranas expuestas al quitrido en

diferentes condiciones de temperatura.

Por ultimo, dentro de los experimentos también examinaremos si hay diferencias en la
carga de infeccion de Gastrotheca riobambae segun los tratamientos con distintas

temperaturas. Es muy probable que las ranas del tratamiento Bd / CC+ tengan una carga de

24



infeccion mas alta en comparacion con las ranas del tratamiento Bd. Por lo tanto, se podria
asumir que los individuos de G. riobambae sometidos a temperaturas mayores serian mas
susceptibles al quitrido por el efecto sinérgico del aumento de temperatura y la exposicion al
hongo. De ser asi, el cambio climatico influiria negativamente en la supervivencia de G.

riobambae.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El hongo quitrido ha sido responsable, parcial o completamente, de la declinacion de
anfibios alrededor del mundo. Su impacto en este grupo de vertebrados lo ha puesto en la mira
de las investigaciones cientificas, por lo que cada vez se va expandiendo mas y mas la frontera
de conocimiento en torno al tema. Sin embargo, generar nueva informacion deriva en el
planteamiento de nuevas preguntas y enfoques para estudiar el quitrido y su relacion con los
anfibios. La importancia de comprender mejor el sistema anfibio-Bd es inminente, puesto que
el hongo quitrido actda en conjunto con otros conductores de la pérdida de biodiversidad, como

el cambio climatico.

Esta propuesta de investigacion busca determinar la vulnerabilidad de la rana marsupial
de Quito (Gastrotheca riobambae) ante el hongo quitrido en un escenario de aumento de
temperatura para entender cuales son las consecuencias de la accion conjunta de ambas
presiones/estresores (Bd y cambio climatico). La informacién resultante podria ser usada para
tomar acciones de conservacion, sean estas preventivas o correctivas, con el fin de evitar
declinaciones drésticas que puedan llevar a la extincion de las especies de anuros con dindmicas
similares o estrechamente relacionadas a G. riobambae. Por ejemplo, podria generarse un plan
de monitoreo in situ para las poblaciones de la rana marsupial de Quito dentro del Distrito
Metropolitano de Quito. Con este plan, se realizarian pruebas de Bd a los individuos y se
registraria la temperatura del habitat constantemente, con el fin de evitar contagios masivos y
muertes por la combinacion de ambos factores (hongo quitrido y temperatura). Ademas, esta
investigacion podria complementar los estudios basados en proyecciones climaticas y

modelamiento de nicho de Bd que busquen identificar y priorizar las poblaciones mas
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vulnerables al hongo quitrido y a las consecuencias del cambio climético, para enfocar los
esfuerzos de conservacion en ellas. Por ultimo, los hallazgos de este trabajo podrian ser utiles
para los centros de cria en cautiverio de G. riobambae o especies relacionadas. Puesto que se
espera demostrar que la temperatura es una variable importante en el desarrollo de las ranas
marsupiales de Quito, esto podria ser tomado en cuenta para la recreacion de condiciones ex

situ y/o tomar decisiones en los planes de reintroduccion de la especie a habitats naturales.

Se espera que los datos generados en la ejecucion del proyecto presentado sirvan para
investigaciones futuras de varios tipos. La cepa de Batrachochytrium dendrobatidis aislada
podria utilizarse tanto para determinar la diversidad del hongo y conocer su historia evolutiva
en Ecuador, como para bioensayos como el propuesto aqui. En cuanto al experimento, se
conocera a detalle como se desarrolla la quitridomicosis en las ranas marsupiales de Quito,
dependiendo de la temperatura en la que se encuentra el individuo (14 °C, 16 °C 0 19 °C). La
informacidn generada en dicha fase podria ser la linea base para colectar evidencia ex situ de
la posible vulnerabilidad diferenciada entre especies monofésicas y bifasicas de ranas
marsupiales. Por lo tanto, el siguiente paso seria replicar este experimento con una especie de
rana marsupial monofésica y comparar los resultados obtenidos con G. riobambae. Yendo ain
mas lejos, con los datos de ambos experimentos se podria realizar un estudio similar al de
Burkart et al. (2017) para comprobar la accion inhibitoria de las bacterias cutaneas presentes

en G. riobambae y la especie monofasica que se elija.

El proyecto es factible por varios motivos. En primer lugar, ya se han realizado varios
estudios similares al propuesto en este trabajo de titulacion (e.g. Gervasi et al., 2013; Cohen et

al., 2017; Catenazzi et al., 2017; Cohen et al., 2018; Ellison et al., 2020), obteniendo resultados
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que ayudan a dilucidar los efectos y dindmicas que se dan en distintas especies, entre la
temperatura y la infeccién del quitrido. Un ejemplo de ello es el planteamiento de la hipotesis
de desajuste térmico y la evidencia colectada para apoyarla a partir de este tipo de bioensayos
(Cohen et al., 2017; Cohen et al., 2018; Cohen et al 2019). En segundo lugar, se ha observado
que las variables que se consideraran para el experimento, temperatura y carga de infeccion,
son esenciales en estos estudios (Sauer et al., 2020). Por ultimo, el proyecto sera financiado
por dos entidades (para més detalles, ver el apartado 6. Presupuesto): Universidad Indoamérica,

sede Quito (Ecuador) y Universidad San Francisco de Quito (Ecuador).

Finalmente, se considera que esta propuesta de investigacion es relevante para conocer
mejor la interaccion entre B. dendrobatidis, los anuros (especificamente las ranas marsupiales)
y la temperatura. Es importante también para el contexto nacional, ya que abrird paso para
nuevas investigaciones en el estudio del sistema anfibio-Bd en el pais. Por ultimo, se podra
conocer mejor la vulnerabilidad de Gastrotheca riobambae, especie emblematica de la capital

ante un patdégeno de importancia mundial.
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5. CRONOGRAMA

MES 1

ETAPA

DESCRIPCION ACTIVIDAD

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Aislamiento Bd

Cultivo

Crecimiento del hongo

Extraccion

Cuantificacion de zoosporas

Experimentos

Montaje

Piloto

Desarrollo

1. Procedimiento antifungico

2. Observacion de ranas

3. Infeccion

4. Desarrollo

Analisis moleculares

Estandarizacion gPCR

Extraccion de ADN

Analisis gPCR

Cuantificacion de zoosporas

Analisis estadisticos

Organizacion de los datos

Familiarizacion con el cédigo

Correr analisis
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MES 2

ETAPA

DESCRIPCION ACTIVIDAD

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Aislamiento Bd

Cultivo

Crecimiento del hongo

Extraccidn

Cuantificacion de zoosporas

Experimentos

Montaje

Piloto

Desarrollo

1. Procedimiento antifingico

2. Observacidn de ranas

3. Infeccion

4, Desarrollo

Analisis moleculares

Estandarizacion gPCR

Extraccion de ADN

Analisis gPCR

Cuantificacion de zoosporas

Analisis estadisticos

Organizacion de los datos

Familiarizacion con el codigo

Correr analisis
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MES 3

ETAPA

DESCRIPCION ACTIVIDAD

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Aislamiento Bd

Cultivo

Crecimiento del hongo

Extraccion

Cuantificacion de zoosporas

Experimentos

Montaje

Piloto

Desarrollo

1. Procedimiento antifungico

2. Observacion de ranas

3. Infeccion

4, Desarrollo

Analisis moleculares

Estandarizacion gPCR

Extraccion de ADN

Analisis gPCR

Cuantificacion de zoosporas

Analisis estadisticos

Organizacion de los datos

Familiarizacion con el codigo

Correr analisis
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MES 4

ETAFPA

DESCRIPCION ACTIVIDAD

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Aislamiento Bd

Cultivo

Crecimiento del hongo

Extraccion

Cuantificacion de zoosporas

Experimentos

Montaje

Piloto

Desarrollo

1. Procedimiento antifungico

2. Observacion de ranas

3. Infeccidn

4, Desarrollo

Analisis moleculares

Estandarizacion gPCR

Extraccion de ADN

Analisis gPCR

Cuantificacion de zoosporas

Analisis estadisticos

Organizacion de los datos

Familiarizacion con el codigo

Correr analisis
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MES 5

ETAFPA

DESCRIPCION ACTIVIDAD

Semana 1l

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Aislamiento Bd

Cultivo

Crecimiento del hongo

Extraccion

Cuantificacion de zoosporas

Experimentos

Montaje

Piloto

Desarrollo

1. Procedimiento antifingico

2. Observacion de ranas

3. Infeccion

4, Desarrollo

Analisis moleculares

Estandarizacion gPCR

Extraccion de ADNM

Analisis gPCR

Cuantificacion de zoosporas

Analisis estadisticos

Organizacion de los datos

Familiarizacion con el codigo

Correr analisis
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6. PRESUPUESTO

. COSTO UMITARIO . COS5TO TOTAL FUENTE DE
ACTIVIDAD DESCRIPCION ITEM # UNIDADES| DESCRIPCIOMN
(UsD) (usD) FINANCIAMIENTO

Casitose 1 599,68 |Frasco de 500 gr 599,68
Agua peptonada 1 582,88|Frasco de 500 gr 582,88
ol pmTG Glucosa 1 5 162,40|Frasco de 500 gr 516240
= Sulfato de estreptomicina 1 5174,13|25gr 5174,13
g Penicilina-G 2 54,56/ Ampollas 59,12

E Triptona 1 5120,00|Frasco de 500 gr 5120,00 UsFQ
3 Agar 1 592,00|Frasco de 500 gr 592,00

AISLAMIENTO BD g Litros. La USFQ tiene una
E TGhL Agua destilada 5 50,00|destiladora, por lo que no 50,00
hay un valor referencial.

Lactosa 1 531,36|Frasco de 500 gr 531,36
Gelatina hidrolizada 1 5145,60|Frasco de 454 gr 5 145,60
& u g Cajas Petri 100 50,21|Cajas 521,28

= {"L} = |Erlenmeyers 10 54,37|Frascos 543,68 USFQ
= 2 g |vasosde precipitacion 5 52,24 511,20
TOTALDELA ACTFL"IDAD| $003,33
Hisopos estériles de rayon 500 5 38,40|200 unidades por paguete 5115,20

MUESTRAS SWAB MATERIALES - uTi

Tubos Eppendorf 2ml 500 516,80|500 unidades por paquete 516,80
TOTALDELA ACTFVFDAD| $132,00
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ACTIVIDAD

- COSTO UNITARIO . COSTO TOTAL FUENTE DE
DESCRIPCIOM ITEM # UNIDADES| DESCRIPCION
(UsSD) (UsSD) FINAMCIAMIENTO

Tubos Eppendorf 2ml 30 5 16,80|500 unidades por paquete 51,01
Tubos PCR 0,2ml 10 544,80|100 unidades por paguete 50,45
Puntas con filtro 0.5-10ul 200 5 84,00|960 unidades por paquete 517,50
Materiales |Puntas con filtro 20-200ul 100 587,36|961 unidades por paguete 59,10
Puntas con filtro 100-1000ul 200 587,36/962 unidades por paquete 518,20

Tubos QPCR 0,2ul low-profile 20 5432,32|96 tubos por caja 590,07 USFQO
Tapas tubos QPCR 0,2ul low-profile 20 5159,04|96 tapas por caja 533,13
Primers ITS 3 5 25,00(5ondas 575,00
i Kit extraccion ADN 10 5452,00|KIT 200 preps 522,60

Reactivos
Agua PCR 1 $ 28,00|50 ml $ 28,00
Evagreen & 5 356,00|Supermix 200 rx 510,68
TOTAL DE LA ACTIVIDAD 5 305,74
Terrarios de plastico 108 58,00 S 864,00
Estanterias 2 4 148,96 $297,92
MATERIALES |Termostatos 4 540,00 5 160,00 uTl

Aire acondicionado 1 $ 300,00 S 300,00
Papel absorbente 1 515,50|Rollo de 600 metros 515,50
TOTAL DE LA ACTIVIDAD 51.637,42
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Anexo 1. Ficha de registro diario de los experimentos.

Fecha:

Semana N*:

1] 2] [ 4[]

ANEXQOS

REGISTRO DIARIO

5[]

Codigo del individuo:

6 []

Tratamiento: Control [ | Bd [ | CC [ | Bd/CC[ ] cc+[ | BdicC+[ ]

Repeticion N°: 1 [ | 2] s3]

SINTOMATOLOGIA

PRESENTA

NO PRESENTA

Postura anormal

Desprendimiento excesivo de piel

Pérdida del apetito

Letargo

Pérdida del reflejo de enderezamiento

Observaciones adicionales:

Fotografia del
individuo para
identificacion

Swab
Si []
No |:|
Codigo:
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