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Resumen

Uno de los casos mas preocupantes de pérdida de biodiversidad es la disminucion
de las poblaciones de anfibios en todo el mundo, ocasionada por el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis—Bd, el cual provoca desde sintomas leves hasta la
muerte de los infectados. En los ultimos treinta afos se han realizado muchas
investigaciones experimentales desde diferentes perspectivas, para comprender la
naturaleza de Bd alrededor del mundo. La presente revision pretende compilar,
sintetizar y analizar el conocimiento generado hasta la fecha sobre la biologia de Bd,
con el fin de incentivar los estudios que permitan generar nuevos conocimientos
y contribuyan en el inicio de estrategias para impedir la propagacion de la
quitridiomicosis y, con ello, el declive de la diversidad anfibia.
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Abstract

One of the most worrying cases of biodiversity loss is the decline in amphibian
populations worldwide, caused by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis—
Bd, which causes mild symptoms to the death of those infected. In the last thirty
years, many experimental investigations have been carried out from different
perspectives, to understand the nature of Bd around the world. This review aims
to compile, synthesize and analyze the knowledge generated to date on the biology
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of Bd, to encourage studies that allow generating new knowledge and contribute to
the initiation of strategies to prevent the spread of chytridiomycosis and, with this,
the decline of amphibian diversity.

Keywords: pathogen, Chytridiomycosis, fungus, amphibians, conservation.

Introduccion

Los anfibios constituyen un grupo biolégico de suma importancia en los habitats
donde se encuentran. Estos son indicadores importantes de la salud ambiental (Li et
al., 2017; Saber et al., 2017; West, 2018); poseen funciones imprescindibles en muchos
ecosistemas, ya que, segun la etapa del ciclo de vida en el que se encuentran, presentan
diversas posiciones en la cadena trofica, actuando como reguladores de las poblaciones
de ciertas plagas o como presas de otras especies (Haider, 2021; West, 2018). En
consecuencia, la disminucion de las poblaciones de anfibios en todo el mundo es uno de
los casos mas preocupantes de pérdida de biodiversidad (Almond et al., 2020; Flechas,
2017, Scheele et al., 2019; Velasquez-E., 2008), que, ademas, puede afectar la diversidad
de otros grupos de organismos (Zipkin et al., 2020).

Las pérdidas poblacionales y disminucion de la diversidad de anfibios han
ocurrido tanto en zonas intervenidas por el hombre, como en dreas destinadas para la
conservacion (Covarrubias et al., 2021; Palmeirim et al., 2017; Reboucas et al., 2021), lo
que se atribuye a factores antrépicos, abioticos o bidticos (o, en su defecto, a conjuntos
de estos), tales como: la fragmentacion de habitats para la explotacion minera, ganadera
o agropecuaria, el uso de pesticidas, fertilizantes u otros contaminantes quimicos, la
introduccion de especies exoticas, la radiacion ultravioleta, el cambio climatico y la
aparicion de enfermedades emergentes ocasionadas por patdgenos fungicos, virales o de
origen animal (Bruhl y Zaller, 2019; Flechas, 2017; Reid et al., 2019). Pero el factor que
ha resultado ser mas devastador es el agente etioldgico de la quitridiomicosis (Acevedo et
al., 2016), debido a su alta virulencia, amplio rango de huéspedes y rapida propagacion
en el mundo (Fisher y Garner, 2007; Hudson et al., 2006; Scheele et al., 2012)

La quitridiomicosis es ocasionada por los hongos patogenos de las especies
Batrachochytrium dendrobatidis (en adelante, Bd) (Longcore et al., 1999) y B.
salamandrivorans (Martel et al., 2013), que afectan la piel de las clases Caudata, Anura y
Gymnophiona, ocasionando sintomatologias leves o la muerte (Acevedo et al., 2016). La
enfermedad ha afectado entre 700 a 1000 especies de anfibios a nivel mundial (Castro
Li et al., 2021; Monzon et al., 2020), infectando desde especies abundantes o sin un
estado de preocupacion, hasta especies que se encuentran clasificadas en alguna categoria
de peligro segin la IUCN (Arellano et al., 2017; Sasso et al., 2021; Whitfield et al.,
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2017); hasta el momento, 90 especies se creen extintas a causa de la quitridiomicosis
(Scheele et al., 2019). Batrachochytrium dendrobatidis es la especie con mas frecuencia,
encontrandose en todos los continentes, excepto en la Antartida (Sewell et al., 2021),
pero el establecimiento del patégeno aumenta en las regiones donde se concentra la
mayor diversidad de anfibios (Ron, 2005).

En los ultimos treinta anos han aumentado las investigaciones experimentales que
permiten conocer los factores causales de los declives en las poblaciones de anfibios,
incluyendo estudios especificos para comprender la naturaleza de Bd. Sin embargo,
hasta la fecha no se ha publicado una compilacion de estos trabajos que permita
identificar brechas en el conocimiento sobre este patogeno y resaltar areas para futuras
investigaciones. Con el propésito de responder a esta necesidad, la presente revision
pretende compilar, sintetizar y analizar el conocimiento generado hasta la fecha sobre la
biologia de Bd, con el fin de incentivar los estudios que permitan profundizar en lineas de
investigacion sobre el patogeno, y contribuyan en el disefio de estrategias para impedir la
propagacion de la quitridiomicosis y con ello el declive de la diversidad anfibia.

Metodologia

Se llevo a cabo una revision sistematica de literatura publicada, que se obtuvo a
partir de la busqueda cuidadosa en dos bases de datos especializadas, que son: Google
académico y Scopus (el tiempo de recuperacion fue del 1 de septiembre de 2022, al
1 de mayo de 2023). Para ello, se consultaron notas cientificas, articulos de revistas
indexadas y libros con informacion sobre los descubrimientos y aportes a la biologia de
Bd, como su taxonomia, descripcion, ciclo de vida, patogenicidad y virulencia. En las
bases de datos se realizaron busquedas usando términos claves y operadores booleanos,
utilizando la siguiente formula de busqueda: “(Batrachochytrium dendrobatidis OR
Chytrid) AND ([Palabra variable segtin la busquedal)”; esta misma formula se uso para
buscar toda la informacion en la que debia profundizar. Todas las busquedas se realizaron
en inglés, para obtener la mayor cantidad de informacion posible. La busqueda no se
limit6 a publicaciones recientes, debido a que muchas de las investigaciones relacionadas
con biologia de Bd se han publicado desde 1999. La clasificaciéon taxonémica actual
siguio a Wijayawardene et al. (2020) y la nomenclatura se verifico en la base de datos
Indexfungorum (http://www.indexfungorum.org/names/names.asp).

Resultados y discusion

A continuacion, se compila y analiza la informacion aportada por 142 referencias;
entre estos, 131 son articulos y notas cortas de revistas indexadas, tres son tesis inéditas
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de pregrado y maestria, y tres libros (Figura 1.A), los cuales fueron publicados entre
1999 y 2022 (Figura 1.C), siendo la revista Diseases of aquiatic organism la que mas
frecuencia mantuvo durante la busqueda. La revision se divide en secciones que abarca
la clasificacion, descripcion, ciclo de vida y los multiples componentes que ocasionan
variaciones en su patogenicidad y virulencia en los anfibios del mundo. También, se
anadio una seccion para tratar las formas de manejo y estrategias de conservacion de la
diversidad de anfibios, a partir del conocimiento de la biologia del patogeno.

Figura 1. Resumen de las referencias usadas para la creacion de la revision sobre la biologia
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Nota. La grafica A muestra un diagrama circular con los tipos de referencias usados para la revision; la
grafica B muestra las ocho revistas indexadas mas utilizadas para esta revision; la grafica C muestra un
diagrama de barras que resume el ntimero de referencias analizadas segn los afos en los que fueron
publicados. Nota: s.f. indica que no tiene fecha; el inico documento sin fecha utilizado corresponde a las
recomendaciones dadas por la U.S. Fish & Wildlife Service para el ingreso a una zona natural.
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Figura 2. Jerarquia taxonomica y clasificacion actual de Bd.

SECCION 1. Taxonomia de Bd (Figura 2).

Dominino Eukarya
Nl
Remo Fungi
-
Phylum Chytridiomycota

Rhizophydiomycetes Tedersoo et al. (2018)
Rhizophydiales Letcher (2006)

- Batrachochytriaceae Doweld (2013)
Batrachochytrium 1.ongcore et al. (1999)

Batrachochytrium dendrobatidis Longcore et al. (1999)

Nota. Los rectangulos de la izquierda muestran el nivel taxonomico al que se hace referencia; a
la derecha se muestra el nombre de este y los autores que los describieron. En la parte de arriba
se muestra el nivel taxonémico mas general y hacia abajo se muestran los mas especificos. Los
colores se usaron con fines decorativos.

Elreino Fungiabarca organismos eucarioticos, heterotrofos, con células filamentosas
que poseen paredes celulares y se reproducen tanto sexual como asexualmente por
medio de esporas (Blackwell y Spatafora, 2004). A partir de estudios moleculares se ha
clasificado en 19 phyla (Wijayawardene et al., 2020), entre las cuales se encuentra el
phylum Chytridiomycota, el cual contiene al 77% de los hongos quitridio o con esporas
asexuales sin pared celular y posteriormente flageladas (zoosporas) (Webster y Weber,
2007; Wijayawardene et al., 2020). El phylum es ecolégicamente diverso, por lo que se
encuentra en ecosistemas terrestres y acuaticos, ya sea como saprobios, contribuyendo
significativamente a la degradacion inicial de los detritos de plantas, quitina y queratina
(Johnson y Speare, 2005; Khomich et al., 2017), o como parasitos intracelulares o
epibioticos de musgos, algas, angiospermas, polen de gimnospermas, rotiferos, nematodos,
anfibios u otros hongos (Cannon y Sutton, 2004; Barron, 2004; Kirk et al., 2008;
Naranjo-Ortiz y Gabaldon, 2019; Webster y Weber, 2007). El phylum Chytridiomycota
contiene nueve clases, entre las cuales se encuentra la clase Rhizophydiomycetes, que
solo contiene al orden Rhizophydiales, con 18 familias (Wijayawardene et al., 2020), y
se caracteriza por presentar zooesporangios monocéntricos, con una o mas papilas de
secrecion inoperculadas, epibidtico, con un eje rizoideo endobidtico que se ramifica y
zooesporas sin tapon flagelar (este tltimo es un caracter de ultra estructura, por lo que
solo es visible con microscopia electronica de transmision) (Letcher et al., 2006).
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De las familias del orden Rhizophydiales, destacamos a Batrachochytriaceae, que
se caracteriza por presentar zooesporas subesféricas y otros caracteres de ultra estructura,
como: ribosomas agregados y numerosas gutulas de lipidos organizados en dos grupos,
asociados con una lamina de microcuerpo y anidados en la periferia de la masa ribosomica;
raiz cinetosémica con microtibulos paralelos al cinetosoma hacia el ntcleo ribosémico;
cinetosoma unido a centriolo no flagelado con fibras superpuestas (Doweld, 2013). La
familia Batrachochytriaceae, aun no esta completamente aceptada por la comunidad
micologica mundial, pero segin Wijayawardene et al. (2020) esta conformada por un
género y dos especies, estas son: Batrachochytrium dendrobatidis (también llamado Bd para
facilitar su nombramiento) y B. salamandrivorans. Estas son las tinicas especies conocidas
del phylum Chytridiomycota capaces de causar enfermedades en los vertebrados, al
atacar especificamente la queratina de la piel de anfibios post metamorficos o el aparato
bucal de renacuajos (Briggs et al., 2005; Flechas et al., 2013).

Seccion 1.1. Descripcion de Bd

Bd es un hongo Chytridiomycota que se caracteriza por presentar zooesporangios
angulares a esféricos de hasta 40 pm de diametro, con una o mas papilas de descarga
de zooesporas; zooesporas con flagelos de 19-20 pm (Longcore et al., 1999). Se ha
comprobado que Bd se desarrolla bien en temperaturas que van desde 4 a 29 °C, pero
cada cepa presenta un mejor crecimiento a diferentes intervalos de temperaturas que
oscilan entre los 15y 25 °C (Stevenson et al., 2020). También se ha demostrado que las
zooesporas de Bd pueden permanecer viables, atn luego de ser sometidas a congelacion
(-12 °C) y choques térmicos (Voyles et al., 2017).

SECCION 2. Ciclo de vida

Las zoosporas moviles de Bd requieren de un medio acuoso para su dispersion y
supervivencia (Walker et al., 2007). Estas detectan posibles huéspedes anfibios por medio
de la quimiotaxis (Sewell et al., 2021), es decir, las zoosporas se mueven y orientan segin
los gradientes quimicos presentes en el entorno acudtico (Bartholow, 2018); exhiben
quimiotaxis positiva en respuesta a una variedad de fuentes potenciales de nutrientes,
que incluyen glucosa, lactosa, cisteina y queratina (Moss et al., 2008). Sin embargo, Bd
presenta otras formas de transmision, ya sea sin contacto flSICO, a través del aire, suelo
u otros sustratos, permaneciendo infeccioso hasta por 12 semanas en arena humeda de
rio y plumas de aves, lo que sugiere que la translocacion del sustrato podria favorecer la
propagacion del Bd (Courtois et al., 2017; Johnson y Speare, 2005; Walker et al., 2007);
o trasmision con contacto fisico, que se da directamente entre huéspedes y es la pr1nc1pal
via de transmision de Bd (Courtois et al., 2017).
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Figura 3. Ciclo de vida de Bd cuando parasita la piel de anfibios.
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Nota. Las letras en la figura indican lo siguiente: (A) Zooespora llegando a la superficie de la piel
de un anfibio susceptible, (B) formacion de quiste, (C) formacion de tubo germinal y talo, (D)
desarrollo de zooesporangio y zooesporas, y (E) liberacion de zooesporas maduras. Ilustracion

basada en la imagen de Sewell et al. (2021).

Independientemente de la forma de transmision, al encontrar un nuevo huésped,
la zoospora de Bd se adhiere a la piel, se enquista y retrae su flagelo al entrar en contacto
con la mucosa de la piel del anfibio (Figura 3.A) (Robinson et al., 2022), y luego produce
un tubo germinativo que invade las células epiteliales de huésped (Figura 3.B) (Medina
y Buchler, 2020; Robinson et al., 2022; Sewell et al., 2021; Verbrugghe et al., 2019). El
tubo germinativo permite que la Zooespora descargue su material celular en la célula
del huésped, formandose una hinchazon intracelular que da lugar a un nuevo talo de
Bd, formando el zoosporangio (Verbrugghe et al., 2019) (Figura 3.C). El zooesporangio
inicialmente contiene un nucleo que, posteriormente, atraviesa multiples rondas de
divisiones nucleares mitéticas, sin citocinesis; luego se da la ciliogénesis, la invaginacion
de la membrana y la encapsulacion coordinada de nucleos individuales, cilios y otros
organulos, para formar nuevas zooesporas (Berger et al., 2005; Medina y Buchler, 2020)
(Figura 3.D). Cuando las zooesporas estan completamente formadas, el zooesporangio
migra hacia la superficie epidérmica y forma papilas de secrecién en direccion a la
superficie de la piel para liberar las zoosporas al medio (Berger et al., 2005) (Figura 2.E).
Las zooesporas liberadas se dispersan (Figura 3.E), iniciando nuevamente el ciclo de
infeccion al llegar a nuevos huéspedes, o reinfectando al mismo huésped, lo que lleva a
un crecimiento exponencial de la infeccion y dano a la piel (Berger et al., 2005; Longcore
etal., 1999; Sewell et al., 2021) (Figura 3.D).

Hasta la fecha, la reproduccion sexual de Bd, es decir el momento de apareamiento
o meiosis, no esta documentada, pero se sabe que ocurre, debido a que se han encontrado
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cepas con combinaciones de alelos de diferentes linajes genéticos de Bd (Samarasinghe
et al., 2020). También se han propuesto otros mecanismos celulares de entrecruzamiento
que no implican meiosis, como lo es la reproduccion parasexual, documentada para otros
grupos de hongos patogenos y que puede explicar los niveles variables de aneuploidia
que prevalecen en los aislamientos individuales de Bd (Samarasinghe et al., 2020).

Bd también puede actuar como un hongo saprobio facultativo, es decir, puede
degradar y alimentarse de material animal, como piel muerta de aves, anfibios o serpientes
y en medios de cultivo liquidos o solidos (Garmyn et al., 2012; Longcore et al., 1999).
Esto aumenta el potencial de Bd para ocupar una amplia gama de habitats independientes
de los anfibios (Hossack et al., 2009).

SECCION 3. Factores que afectan la patogenicidad y virulencia de Bd

Bd es un patogeno generalista, es decir, tiene la capacidad de desarrollarse en una
amplia gama de condiciones ambientales (Voyles et al., 2017) y posee baja especificidad
de hospederos, por lo que puede infectar a muchas especies de anfibios. Para que se dé
el proceso de infeccion de Bd, se requiere una carga considerable de zoosporas en el
ambiente, puesto que las zoosporas individuales a menudo no se desarrollan (Longcore et
al., 1999). La carga ambiental de zoosporas también determina la intensidad de la infeccion
o virulencia, la cual puede variar segin el contexto y entre huéspedes (Diaz et al., 2020),
dandose tres situaciones: (1) una carga dispersa, donde la mayoria de las infecciones son
débiles y solo un pequeno numero de huéspedes estan gravemente infectados (en este
caso puede existir un equilibrio entre las apariciones de nuevos individuos y las muertes
por Bd, o efecto estabilizador en la dinamica huésped-patogeno); (2) altas cargas que se
correlacionan con una marcada disminucion de la supervivencia; y (3) la supervivencia a
pesar de las altas cargas de Zooesporas (Diaz et al., 2020; Spitzen-van et al., 2017).

La variacion en patogenicidad y virulencia de la quitridiomicosis se debe a diferentes
factores bioticos y abioticos que determinan la susceptibilidad de los huéspedes y los
estados clinicos dentro y entre las especies expuestas al patogeno (Courtois et al., 2017,
Sasso et al., 2021; Zumbado-Ulate et al., 2019a). A continuacion, tratamos varios de estos
factores, como lo son: Cepas de Bd implicadas en la infeccion, etapa del ciclo de vida del
hospedero, especies de los huéspedes afectados y condiciones ambientales.

Seccion 3.1. Cepas de Bd implicadas en la Infeccion

Se cree que la aparicion de la quitridiomicosis en el mundo fue consecuencia de las
alteraciones ambientales, como las generadas por el calentamiento global, ocasionando
que ciertos anfibios se volvieran susceptibles a organismos preexistentes naturalmente en
la mayoria de los continentes (Fisher y Garner, 2007). Contrario a esto, se ha sugerido que

224



Anny L. Marmolejo-Vargas, Liliana Solano, Yair Baleta-Osotio, Dilan Vergara-Comas

Bd surgio en Asia, pero su propagacion en el mundo fue mediada por la actividad humana,
como la introduccion de especies de anfibios invasores y el comercio internacional de
anfibios infectados (Farrer et al., 2011; Fisher y Garner, 2007, Scheele et al., 2012). Esta
ultima hipétesis se encuentra mejor respaldada por numerosos estudios que comparan
cepas de Bd de diferentes continentes, a través de secuencias multiloci (Farrer et al.,
2011, Fisher et al., 2009; James et al., 2009), por lo que al extenderse a nuevas areas
geograficas y alcanzar nuevas especies de huésped, se generaron seis linajes evolutivos
profundamente divergentes (Samarasinghe et al., 2020), y que estan correlacionados
filogeograficamente (Byrne et al., 2022; Sewell et al., 2021) (Figura 4).

Para cada linaje de Bd se han aislado cepas con diferentes grados de patogenicidad
y virulencias, siendo las cepas con mayor virulencia las que pertenecen el linaje genético
llamado BAGPL (las siglas significan “Global Panzootic Lineage” o “Linaje Panzodtico
Global” en espariol) y que se ha asociado con casi todos los brotes de quitridiomicosis
en el mundo (Farrer et al., 2011; Sewell et al., 2021). Samarasinghe et al., (2020)
indican que los otros linajes supuestamente menos virulentos de Bd incluyen: dos linajes
endémicos de Asia, BdAsia3 y BdAsial, siendo el ultimo el mas cercano a la fuente de
origen de Bd, especificamente en la peninsula de Corea (O’hanlon et al., 2018); un linaje
brasilefio endémico de la region del Bosque Atlantico del sur de Brasil, BdBrazil/Asia2;
un linaje africano endémico de la region del Cabo de Sudafrica, BdCape; y el linaje suizo,
BdCH, con menor representacion y menor distribucion, pero no esta claro si es una cepa
endémica de Europa o si tiene una distribucion mas amplia (Farrer et al., 2011). Fisher
et al. (2009) estudiaron las variaciones morfologicas entre los linajes, observando que
los perfiles fenotipicos estan relacionados con la virulencia de los aislamientos, por lo
que las cepas con linaje BAGPL presentan diferentes perfiles de expresion enzimatica,
probablemente mas agresivas, y zoosporangios de mayor tamano comparado con las
cepas de otros linajes.
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Figura 4. Linajes de Bd y su relacion filogeogrdfica. Ilustracion tomada de Scheele et al.,
2012).
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Los patrones de diversidad genética de las cepas de Bd estan vinculados a la
geografia, factores ambientales y a las especies huésped (Byrne et al., 2022; James et
al., 2009). Por lo que su patogenicidad y virulencia puede variar segtin los niveles de
tolerancia térmica de las cepas (Voyles et al., 2017), o seguin los cambios en las frecuencias
de genotipos expresadas en la poblacion huésped, ocasionados por la supervivencia a
variantes particulares de Bd (Ellison et al., 2017).

Seccion 3.2. Etapa del ciclo de vida del hospedero

Cuando Bd encuentra a una larva de anfibio, invade la unica zona queratinizada
de su cuerpo, el aparato bucal, provocando decoloracion y anomalias que dificultan su
alimentacion, lo que ralentiza su desarrollo y aumenta la probabilidad de ser depredado,
pero generalmente no ocasiona la muerte de los renacuajos (Blaustein et al., 2005; Briggs
etal.,2005; Walker et al., 2007; Vieira etal., 2013). Se conoce que los renacuajos de ciertas
especies poseen estrategias homeostaticas para fortalecer su actividad cardiaca cuando
ocurre la infeccion, aumentando la fuerza de contraccion para mejorar el rendimiento
cardiaco (Salla et al., 2015). Esta es una muestra de que, en los renacuajos, este patogeno
no solo afecta el aparato bucal, sino que también puede estar afectando los procesos
fisiologicos implicados en la respiracion celular.

226



Anny L. Marmolejo-Vargas, Liliana Solano, Yair Baleta-Osotio, Dilan Vergara-Comas

Se cree que al atravesar la metamorfosis y mudar la queratina presente en el aparato
bucal, los anfibios pueden eliminar por completo la infeccion de Bd adquirida en la etapa
larvaria (Briggs et al., 2005). Sin embargo, en las ultimas etapas de la metamorfosis,
los renacuajos generan una oleada de hormona tiroidea (TH, por sus siglas en inglés),
indispensable para su transformacion final (Paul et al., 2022), pero que a su vez induce
la sintesis de proteasas serinas en Bd, las cuales degradan las proteinas de la piel de los
anfibios (Thekkiniath et al., 2013). Thekkiniath et al. (2013) también comprobaron que
las zooesporas de Bd poseen quimiotaxis positiva para la TH. Asimismo, en las ultimas
etapas de la metamorfosis se genera una gran cantidad de corticosteroides, que actian
sinérgicamente con TH durante el desarrollo postembrionario (Paul et al., 2022), pero se ha
documentado que su aumento puede producir deterioro inmunitario transitorio durante
la metamorfosis (Fernandez-Loras et al., 2017). Adicionalmente, se ha documentado que
la infeccion durante la etapa larvaria puede acarrear costos que se manifiestan en la poca
inversion para la produccion de defensas quimicas en metamorfos (Fernandez-Loras et
al., 2017; Ujszegi et al., 2021). Por lo que, este conjunto de situaciones, dejan a los
anfibios juveniles mas propensos a infecciones causadas por diferentes agentes patogenos,
y estarian beneficiando la supervivencia y colonizacion fungica de Bd durante las ultimas
etapas de la metamorfosis.

En la etapa larvaria de los anfibios, también se aumenta la probabilidad de
transmision del hongo, debido a que muchas especies presentan un comportamiento
de agregacion densa de renacuajos, aumentando la proximidad entre los individuos
infectados y los susceptibles (Courtois et al., 2017). Esta es una de las razones por las
cuales es frecuente encontrar que los renacuajos presentan los mayores porcentajes de
prevalencia de Bd, en comparacién con los anfibios adultos (Diaz et al., 2020; Li et al.,
2021, Spitzen-van et al., 2017), prevalencia que tiende a aumentar en renacuajos con
desarrollo lento (Das Neves-da-Silva et al., 2021). Al no ser mortalmente afectados por
Bd, pero presentar alta prevalencia, los renacuajos estarian actuando como reservorios del
patogeno, promoviendo la infeccion de anfibios adultos (Li et al., 2021; Neves-da-Silva et
al., 2021). Lo anterior podria resultar particularmente relevante en especies que exhiben
cuidado parental.

Cuando las zoosporas de Bd encuentran a anfibios postmetamorficos, infectan
la epidermis, ocasionando sintomas visibles como lesiones en el abdomen, pelvis y
extremidades (Ceperoetal.,2012; Sewell etal., 2021). Los huéspedes presentan moderada
hiperplasia epidérmica y una marcada hiperqueratosis, debido al engrosamiento del
estrato corneo de dos a cinco veces su tamaio normal, y también presentan mayores tasas
de desprendimiento de piel (Cepero et al., 2012). Durante el proceso de infeccion, Bd
libera enzimas y micotoxinas que afectan las células epidérmicas e inhiben las respuestas
inmunitarias protectoras de los anfibios (Brutyn et al., 2012; Fites et al., 2013). Esto
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ocurre cuando el material celular fungico se vierte en las células del huésped (Figura
3.0), liberando enzimas proteoliticas que degradan la elastina y péptidos antimicrobianos
de la piel de los anfibios, y que alteran las uniones intercelulares en la epidermis y sus
componentes subcelulares, al degradar polipéptidos como el complejo cadherina/b-
catenina (Brutyn et al., 2012; Starr et al, 2022). Este ultimo complejo, normalmente
evitan la apoptosis celular de tipo “anoikis”, es decir, la apoptosis ocasionada por la
pérdida de contacto célula-célula o célula-membrana basal (Thomas et al., 1999). Por
lo que, selectivamente, las enzimas de Bd degradan el complejo cadherma/b catenina
ocasionando la apoptosis de la célula de la epidermis de los anfibios, sin afectar las
células del estrato corneo ni la dermis (Brutyn et al., 2012). Ademads, las micotoxinas
solubles no proteicas que se encuentran en la pared celular del zoosporangio de Bd,
inhiben la proliferacion de linfocitos T y B, e inducen la apoptosis de células no linfoides,
paralizando el sistema inmune del anfibio infectado (Fites et al., 2013).

Batrachochytrium dendrobatidis también reduce la osmolalidad y las concentraciones
de electrolitos plasmaticos (como el sodio y potasio) de los anfibios adultos, afectando la
funcion de la membrana celular, y disminuyendo la conduccion del potencial de accion
en el musculo liso y cardiaco (Salla et al., 2015; Verbrugghe et al., 2019). Por ello, en la
mayoria de los casos, los anfibios infectados mueren luego de un paro cardiaco asistélico
(Salla et al., 2015; Sewell et al., 2021). También se ha encontrado que Bd produce otros
metabolitos que podrian estar ocasionando la pérdida del reflejo de enderezamiento,
debido a que inhiben los canales de calcio, impidiendo la liberacion de neurotransmisores
indispensables para las respuestas neurologicas basicas (Starr et al., 2022).

Seccion 3.3. Especies de los huéspedes afectados

Las poblaciones de anfibios infectadas con Bd pueden sufrir una rapida disminucion
de especies y, en algunos casos, hasta un 100% de mortalidad en poblaciones silvestres y
cautivas (Cepero et al., 2012; Fisher y Garner, 2007). Muchas de las especies gravemente
afectadas suelen presentan una gran afinidad con diferentes fuentes de agua permanentes,
lo que aumenta las probabilidades de infectarse con el patégeno (Byrne et al., 2017,
Ellison et al., 2017; Flechas et al., 2012; Scheele et al., 2012). También se ha observado
que los individuos mas grandes, mdependlentemente de la etapa de desarrollo, tienen
una mayor probabilidad de ser infectados (Valencia-Aguilar et al., 2016).

A pesar de que Bd posee la capacidad de superar muchas de las barreras de defensa
de los anfibios (Fites et al., 2013; Starr et al, 2022), no todas las especies son susceptibles;
se conoce que varias actian como superpropagadoras del patc’)geno debido a que no
sufren ningun efecto por la infeccion (Jackson, 2020; Salla et al., 2015). Esto se debe
a que algunos anfibios han adquirido y fortalecido sus estrateglas contra el patogeno;
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Bancroft et al. (2011) sugieren que esto depende del tamarno corporal en la madurez, los
aspectos del comportamiento de puesta de huevos y la dependencia al agua, lo que indica
que las caracteristicas a nivel de especie influyen en la susceptibilidad de los anfibios a
Bd. Las especies de anfibios se consideran resistentes si presentan baja prevalencia y baja
intensidad de infeccion, a pesar de ser sometidas a altas cargas de zoosporas; mientras que
las especies que se consideran tolerantes presentan alta prevalencia y altas intensidades de
infeccion, sin efectos malignos en los rasgos de la historia de vida (Ujszegi et al., 2021).
Esta resistencia y tolerancia puede deberse a diferentes estrategias innatas o adaptativas
que presentan algunas especies de anfibios.

Seccion 3.3.1. Estrategias de defensa de los anfibios contra Bd

La piel de los anfibios es su primera barrera de defensa, ya que presenta elementos
fisicos, quimicos, inmunolégicos y microbioldgicos, que actian impidiendo el ataque de
diferentes patogenos (Varga et al., 2019). La resistencia y tolerancia que poseen algunas
especies de anfibios hacia Bd, se puede explicar por las diferentes formas de defensas
inmunitarias en la piel, como la produccion celular de péptidos antimicrobianos (AMP,
por sus siglas en inglés) y esteroides, o por presentar un nutrido microbioma en la piel
con gran cantidad de microorganismos anti-Bd.

La produccion de ciertos AMP es la estrategia de defensa anti-Bd mas estudiada
(Varga et al., 2019). Se ha demostrado que la codificacion genética de ciertos perfiles de
AMP reducen el crecimiento de Bd en algunas especies de anfibios (Eskew et al., 2018;
Holden et al., 2015b; Myers et al., 2012), debido a que alteran la membrana celular del
patogeno (McMillan y Coombs, 2020). Sin embargo, Ujszegi et al. (2021) documentaron
que la exposicion de larvas o metamorfos resistentes y tolerantes a una cepa altamente
virulenta de Bd, no ocasion6é un aumento en la sintesis de péptidos antimicrobianos
para contrarrestar la infeccion; lo que sugiere que no todos los anfibios usan AMP como
defensa contra Bd, por lo que su resistencia y tolerancia debe estar conferida por otros
elementos, como la produccion de compuesto esteroides, por ejemplo, los bufadiendlidos
producidos en glandulas granulares de los sapos bufénidos desde el desarrollo larvario
temprano y que les otorga tolerancia hacia Bd, a pesar de que carecen de AMP secretados
por la piel (Barnhart et al., 2017; Ujszegi et a.l, 2021).

La piel de la mayoria de los anfibios presenta microorganismos adquiridos de su
ambiente, los cuales desempenan un papel importante en la defensa contra diferentes
patégenos (Barnes et al., 2021; Bartholow, 2018; Catenazzi et al., 2018). Aunque ha
sido muy poco estudiado, se han encontrado hongos que pueden inhibir el crecimiento
de las zoosporas de Bd (Kearns et al., 2017). También se han encontrado bacterias
simbidticas cultivables que poseen actividad antifangica, incluyendo algunas que pueden
aumentar la supervivencia de anfibios infectados por Bd durante la delicada transicion
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metamorfica, ya sea al inhibir el desarrollo del patégeno (Lam et al., 2010; Flechas et
al., 2012; Holden et al., 2015), u otorgando tolerancia al anfibio huésped sin eliminar la
infeccion (Bresciano et al., 2015). Segun la bacteria implicada, la actividad antifungica
se da por efecto de ciertos metabolitos secundarios liberados por las bacterias (Niederle
et al., 2019), pero también por la competencia por espacio y nutrientes disponibles
(McCoy vy Peralta, 2018). Suele encontrarse menor cantidad de organismos anti-Bd en
huéspedes altamente susceptibles a la quitridiomicosis, mientras que en las especies no
sensibles se encuentran organismos anti-Bd en mayores proporciones y con mayor fuerza
de inhibicién (Catenazzi et al., 2018).

Se ha documentado que los bufadienolides mejoran el crecimiento de la bacteria
anti-Bd, Janthinobacterium lividum (Barnhart et al., 2017); asi mismo, los metabolitos
producidos por las bacterias presentes en la piel de los anfibios pueden generar sinergia
con los AMP de la piel para inhibir a Bd (Myers et al., 2012). Contrario a esto, en la piel
también se pueden desarrollar organismos que promueven el crecimiento de Bd, como
ciertos hongos filogenéticamente distantes a Bd (Kearns et al., 2017), o bacterias como
Microbacterium, que producen compuestos nutritivos para el hongo patdégeno (Romero-
Zambrano et al., 2021).

Seccion 3.4. Condiciones ambientales

Resultados de investigaciones indican que el flujo y pH del agua donde los anfibios
llevan a cabo su ciclo de vida, puede determinar la prevalencia de Bd (Valencia-Aguilar et
al., 2016), por lo que el tipo de fuentes de agua permanente puede explicar los diferentes
niveles de infeccion, aumentando donde hay poco flujo (Das Neves-da-Silva et al., 2021),
como en lagunas o jaglieyes. Sin embargo, la temperatura y humedad son los factores
que mejor explican la distribucion y la variacion de la prevalencia, tasa de infeccion
y mortalidad por Bd (Hollanders et al., 2022); en consecuencia, se han documentado
variaciones de Bd entre las estaciones climaticas y las elevaciones en las que se encuentran
los anfibios hospederos (Spitzen-van der Sluijs et al., 2017; Voyles et al., 2012). Se ha
registrado la mayor mortalidad por Bd en poblaciones de anfibios que habitan altas
elevaciones (Alvarado-Rybak et al., 2021; Stevenson et al., 2020), probablemente por que
la mayoria de las investigaciones se ha centrado en los ambientes montanosos (Flechas et
al., 2017; Zumbado-Ulate et al., 2019a), y en invierno (Phillott et al., 2013; Rumschlag y
Boone, 2018), pero en algunas ocasiones se observa disminucién en la infeccion durante
esta estacion por la reduccion del estancamiento de las fuentes de aguas (Savage et al.,
2011). Batrachochytrium dendrobatidis también se desarrolla en elevaciones bajas, o climas
calidos, aunque a estos se suele asociar una prevalencia de infeccion mas baja (Bolom-
Huet et al., 2019; Zumbado-Ulate et al., 2019a y b). Muchos habitats terrestres son
demasiado célidos y secos para la supervivencia de Bd (Zumbado-Ulate et al., 2014), en
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efecto, se ha probado la eliminacion de este patogeno sometiendo a anfibios infectados a
altas temperaturas, o lo que en la naturaleza se puede mostrar como la regulacion de su
temperatura corporal con el uso de microhabitats que facilitan tomar el sol (Barrile et al.,
2021; Chatfield et al., 2011; Stevenson et al., 2020).

La temperatura no solo tiene efecto sobre el crecimiento de Bd (Vea la Seccion 1.1),
también influye en la inmunidad de los anfibios (Voyles et al., 2012), por lo que, entre
estaciones y elevaciones, se observan cambios en los microbiomas de la piel (Spitzen-
van et al., 2017); ademas, se ha observado que la diversidad de bacterias de la piel de
los anfibios puede ser regulada por la precipitacion. Esto se debe a que las temperaturas
y humedades ambientales alteran la temperatura corporal de los huéspedes anfibios
(Khatiwada et al., 2020; Nowakowski et al., 2018) y la composiciéon bacteriana en los
diferentes sustratos de los cuales adquieren sus simbiontes (Catenazzi et al., 2018). Por
ende, a lo largo del gradiente altitudinal surgen diferentes patrones de interacciones
ecologicas entre los simbiontes de la piel, el patogeno fungicos y otros microorganismos,
que en su totalidad influyen en la composicion bacteriana y, por lo tanto, en la composicion
de microorganismos anti-Bd y la prevalencia de Bd (Catenazzi et al., 2018; Familiar et
al., 2017).

Un analisis temporal mostr6é que la prevalencia de Bd no varia entre estaciones,
pero si entre anos, siendo los afios mas calidos donde se dio la prevalencia mas alta
(Spitzen-van et al., 2017). Cohen et al. (2019) documentaron que las especies anfibias
adaptadas al frio experimentaron el mayor crecimiento de Bd a las temperaturas mas
calidas, mientras que las especies adaptadas al calor experimentaron el mayor crecimiento
de Bd a las temperaturas mas frias. Esto indica que la prevalencia de Bd aumenta cuando
ocurren desajustes térmicos o temperaturas inusuales (Cohen et al., 2019; Neely et al.,
2020), de manera que el cambio climatico mundial afecta la resistencia natural de los
anfibios a patégenos como Bd. Sin embargo, muchas familias de anfibios se adaptan a
estos altos desajustes térmicos, aumentando su tolerancia a la modificacion del habitat
y aumentando el numero de microorganismos anti-Bd asociados a la piel, por lo que
se disminuye la prevalencia de la infeccion (Nowakowski et al., 2016); asimismo, las
especies mas susceptibles pueden adquirir mecanismos ecolégicos o evolutivos para
lograr la coexistencia con el patogeno (Whitfield et al., 2017).

El microbioma de la piel de los anfibios también puede ser fuertemente afectado
por la exposicion a contaminantes quimicos sintéticos, como los agroquimicos o
pesticidas que se dispersan en la atmosfera llegando hasta areas boscosas, dejando a
los anfibios susceptibles a diferentes patoégenos (McCoy y Peralta, 2018), y ocasionando
disminuciones o extinciones locales a causa de los contaminantes. No obstante, se
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requieren mas estudios sobre los efectos de la exposicion a pesticidas en la forma y
funcion del microbioma de la piel de los anfibios.

Seccion 4. Implicaciones en la Conservacion de la Diversidad

Debido a la amplia gama de servicios que los ecosistemas proporcionan (Braat y
De Groot, 2012; Chaudhary y Mooers, 2018; Pilling et al., 2020), es necesario mantener
la diversidad de organismos que contribuye a su equilibrio y correcto funcionamiento
(Huang et al., 2018; Kardol et al., 2018; Tickner et al., 2020). Para proponer soluciones
logicas y eficientes que prevengan la pérdida de diversidad mundial actual (Chaudhary y
Mooers, 2018; Di Minin et al., 2017; Diaz et al., 2019; Pilling et al., 2020), es importante
comprender la ecologia y los factores que influyen en la dinamica poblacional de los
organismos en los diferentes ecosistemas. Por lo que conocer a profundidad la biologia
de los patogenos, puede facilitar la discusion sobre los posibles métodos de prevencion y
conservacion de las especies susceptibles. Por ello, a partir del conocimiento de la biologia
de Bd, se pueden generar las estrategias para su prevencion y control, con acciones o
elementos bidticos y abidticos, que ayuden a mejorar el estado de conservacion de las
poblaciones de anfibios amenazadas.

Seccion 4.1. Prevencion

Primeramente, es importante realizar actividades locales de monitoreo de anfibios,
en aras de advertir a tiempo las posibles disminuciones en las poblaciones y determinar
los motivos del declive. Incluso, para la evaluacion de amenazas y la conservacion de
anfibios, es crucial determinar la presencia y evaluar los efectos de las enfermedades en
poblaciones silvestres, aunque aun no se observen mortalidades (Phillott et al., 2013).

Como se menciono en la Seccién 3, las alteraciones en los ecosistemas, ocasionada
directamente por la actividad humana o por el cambio climatico, pueden causar que los
anfibios adquieran susceptibilidad a Bd; por lo cual, el primer paso para la prevencion de
las epizootias, es la toma de acciones que permitan la conservacion de los ecosistemas en
general y sus condiciones fisicoquimicas originales. Asi mismo, se debe tener precaucion
al momento de ingresar a zonas naturales, ya sea con fines investigativos, turismo, ingreso
de maquinaria forestal o para operaciones de extincion de incendio (Webb et al., 2012),
debido a que durante estas actividades antropogénicas se pueden propagar diferentes
patogenos, incluyendo Bd, que puede permanecer viable sobre restos de materia organica
vegetal o animal, agua, arena o barro (Johnson y Speare, 2005). Para prevencion de la
transmision de enfermedad es crucial llevar a cabo diferentes protocolos de higiene,
incluidos los procedimientos de desinfeccion de maquinarias, vehiculos, botas e
instrumentos de campo, usando diferentes compuestos (Webb et al., 2012), que tienen
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diferentes grados de eficiencia probada in vitro. Los compuestos mas recomendados para
la eliminacion de Bd de objetos son los siguientes: Virkon S® al 1%, en contacto durante
minimo 5 minutos, hipoclorito de sodio (lejia) al 4% y etanol al 70%, en contacto durante
de 1 minuto (Van Rooij et al., 2017), y compuestos de amonio cuaternario al 0.01%
(Chellman y McKenny (s.f.); clorhexidina al 0,75 %, Hibiscrub® o Nolvasa®, también
pueden ser utiles para la eliminacion de Bd de instrumentos de trabajo en campo. No
obstante, el uso de desinfectantes se debe hacer con precaucion, puesto que algunos
compuestos pueden irritar la piel humana y alterar las condiciones fisicoquimicas del
suelo o agua, afectando negativamente a la diversidad (Webb et al., 2012).

Seccion 4.2. Control e inmunizacion

Cuando se ha documentado el inicio de una epizootia de Bd, es importante estudiar
la prevalencia de este en las especies de la poblacion afectada, con el fin de dilucidar
la existencia de diferentes niveles de infeccion o virulencia debido a las diferencias
fenotipicas o genotipicas tanto de anfibios como de cepas del patogeno (Salla et al., 2015);
también es importante determinar como los microorganismos anti-Bd de la piel pueden
estar contribuyendo, o no, en la resistencia y tolerancia a los patégenos (Ver la Seccion
3.3.1). Esto ayudara en futuras investigaciones, dado el potencial para informar posibles
acciones de mitigacion a partir de conocer la dinamica que se da en el area afectada.
Asimismo, es fundamental el monitoreo de renacuajos de anfibios, uno de los reservorios
mas relevantes de Bd (Ver la Seccion 3.2), a fin de evaluar el impacto de este patdgeno en
los puntos criticos de biodiversidad (Valencia-Aguilar et al., 2016).

Courtois et al. (2017), sugieren que las futuras estrategias de mitigacion de la
quitridiomicosis deben apuntar a reducir/controlar las fuentes de zoosporas a nivel de
habitat. Esto ultimo podria lograrse mediante uso de compuestos quimicos o con el
aumento de organismos que inhiben el crecimiento de Bd o disminuyen sus unidades
reproductivas.

Seccion 4.2.1. Control quimico

Para tratamientos indirectos se suelen recomendar desinfectantes ambientales,
como Virkon S® y (Bosch et al., 2015), que se aplican en las fuentes de agua, logrando
disminuir eficientemente las altas concentraciones de zooesporas de Bd. En cuanto a los
tratamientos directos, se conoce que los cultivos in vitro de Bd son muy susceptibles a una
variedad de compuestos, sin embargo, la eficacia de estos suele variar en los tratamientos
topicos, debido a la ubicacion intracelular de los talos del patogeno en los tejidos de los
anfibios. Se ha probado que clorhidrato de terbinafina diluido en alcohol ha eliminado
la infeccion en salamandras (Guzman et al., 2022); también el herbicida atrazina y los
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fungicidas clorotalonil y itraconazol, inhiben el crecimiento de Bd en cultivo y cuando
se encuentran en el aparato bucal de los renacuajos (Li et al., 2021), aunque no siempre
son efectivos (Fernandez-Loras et al., 2018). Otros de los compuestos estudiados para el
control o eliminacion de la infeccion por Bd, son los péptidos antimicéticos producidos
por ciertos anfibios (Vea la seccion 3.3.1), y los metabolitos aislados de ciertas bacterias
(se trata en la siguiente seccion). De igual forma, se ha probado que una combinacion de
productos quimicos de origen vegetal, como lo son alicina, gingerol y curcumina, puede
mitigar la quitridiomicosis (Silva et al., 2019). Curiosamente, se ha documentado que
el tratamiento de ranas con zooesporas muertas de Bd, puede servir como profilactico,
disminuyendo la intensidad de la infeccion y la prevalencia de la quitridiomicosis, gracias
a los metabolitos que el mismo patégeno produce (Nordheim et al., 2022).

Seccion 4.2.2. Agentes de biocontrol

Seccion 4.2.2.1. Bacterias

Muchos investigadores se han centrado en documentar las bacterias y sus
componentes activos, dado a sus potenciales uso como agentes biocontroladores de la
quitridiomicosis, lo que se ha comprobado a partir de bioensayos en medios de cultivos
in vitro, en los cuales se mide la tasa de crecimiento de Bd cuando es expuesto a diferentes
bacterias con actividad anti-Bd (Rebollar et al., 2019; Bartholow, 2018; Yasumiba et al.,
2015). Actualmente, se considera que el aumento de la resistencia de los anfibios es lamejor
forma de evitar las pérdidas de diversidad, lo que se puede lograr con el mejoramiento
de los microorganismos probidticos cutaneos, que pueden inhibir el crecimiento de Bd
(Li et al., 2021; Vea la seccion 3.3.1); bacterias como Enterococcus gallinarum, Lactococcus
garvieae, Pediococcus pentosaceu, Enterococcus thailandicus o Lactobacillus pentosus, poseen
un alto indice de adhesion, lo que favorece la colonizacion de la mucosa cutanea de los
anfibios, confiriendo beneficios protectores contra Bd a través de la exclusion competitiva
(Niederle et al., 2019), por lo que pueden funcionar como componentes de férmulas
probidticas mixtas 6ptimas para el control y mitigacion del patogeno. Adicionalmente,
se destacan bacterias como Janthinobacterium lividum, Chromobacterium violaceum y
Iodobacter fluviatile, que se encuentran en muchos anfibios resistentes y tolerantes al
patégeno, y que poseen un metabolito secundario llamado violaceina que puede inhibir
a Bd (Bresciano et al., 2015; Romero-Zambrano et al., 2021).

Existe una gran cantidad de géneros de bacterias con habilidades similares y se
enlistan en los trabajos de Niederle et al. (2019) y Woodhams et al. (2015). El avance
en el conocimiento de estos agentes para el biocontrol de Bd, ha permitido llevar a cabo
experimentos in vivo donde se realizan tratamientos aplicando bacterias anti-Bd, o sus
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metabolitos, para prevenir o reducir la gravedad de los sintomas de la infeccion por Bd
especificamente en especies que no presentan resistencia ni tolerancia al patégeno (Harris
et al., 2009; Muletz et al., 2012;). Se espera que esta estrategia pueda usarse en todos
los anfibios de poblaciones silvestres amenazadas por Bd, en el marco de estrategias de
manejo y conservacion de anfibios con el uso de agentes biocontrol (Bletz et al., 2013,
Bresciano et al., 2015; Lam et al., 2010).

Seccion 4.2.2.2. Microinvertebrados

Finalmente, se conoce que la introduccion de diferentes especies de zooplancton,
0 micropastores, o el mejoramiento de las condiciones ambientales para el beneficio de
estos, puede disminuir la abundancia de Bd debido al uso las zoosporas como alimento
(Farthing et al., 2021; Jain y Roy, 2022), por lo que tienen el potencial para reducir la
probabilidad o la gravedad de Bd, o incluso prevenir los brotes de enfermedades causados
por este patégeno. Se ha probado que los micropastores mas eficientes para el control de
Bd son Paramecium y Tetrahymena, los cuales son comunes en ambientes acuaticos y es
sencillo y economico cultivarlos en grandes cantidades (Farthing et al., 2021). También
se ha encontrado que los crustaceos branquiopodos, como Simocephalus vetulus, Chydorus
sphaericus y Daphnia magna, se alimentan activamente de las zoosporas de Bd (De Troyer
et al., 2021; Deknock et al., 2022), convirtiéndose en organismos prometedores para
mitigar biologicamente las infecciones por quitridiomicosis (Deknock et al., 2021), por
lo que se recomienda incluirlos en las estrategias de manejo de fuentes de agua con el
objetivo de controlar la enfermedad y eventualmente disminuir la presion de infeccion
en anfibios anfitriones.

Conclusion

A partir de la recopilacion, sintesis y analisis del conocimiento publicado hasta
la fecha sobre la biologia de Bd, se desarrollo6 una mejor comprension de los factores
y estrategias que determinan la prevalencia, patogenicidad y virulencia del patégeno
extintor de anfibios. Esto permitira que en estudios futuros se busque responder preguntas
de investigacion mas especificas a nivel local sobre la biologia de Bd, con el fin de crear
estrategias locales que contribuyan en la prevencion de los declives en la diversidad
anfibia a partir del control de la propagacion de la quitridiomicosis.
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