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Resumen: Detectamos la presencia de zoosporas del hongo patdégeno Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore et al. 1999) en la piel
de anfibios encontrados en 3 localidades de los departamentos de Boyaca y Cundinamarca, Colombia. De 336 individuos muestreados, 3
fueron positivos a la presencia del patdgeno, los cuales pertenecen a las familias Leptodactylidae y Hylidae. Este trabajo es el primer reporte
de deteccidn y cuantificacion de zoosporas de B. dendrobatidis en el pais utilizando la técnica de PCR en tiempo real (GQPCR), donde los
resultados obtenidos evidenciaron una baja carga flingica en los anuros positivos a la presencia del hongo.

Palabras Clave: Quitridiomicosis, PCR en Tiempo Real, Boyaca, Cundinamarca.

Abstract: A.Vasquez-Ochoa, P. Bahaméon Carmona, L.D. Prada Salcedo and M. Franco-Correa. “Detection and quantification of
Batrachochytrium dendrobatidis in amphibians of the Central and Eastern Andean, Orinoco and Amazon regions of Colombia”. We
detected the presence of zoospores from the amphibian fungal pathogen Batrachochytrium dendrobatidis in amphibians from 3 sites in the
Boyaca and Cundinamarca departments of Colombia. Of the 336 individuals sampled, 3 tested positive for the presence of the pathogen;
these belong to the Leptodactylidae and Hylidae families. This work is the first report of detection and quantification of zoospores of B.
dendrobatidis in the country using the PCR technique in real time, where the results obtained showed a low fungal burden in the anuran

positive for the presence of the fungus.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos los anfibios se han enfrentado a diversos
factores que han diezmado sus poblaciones; se ha propuesto
que estamos en medio de la sexta extincion masiva ya que se ha
evidenciado que muchas especies de anfibios estan amenazadas
y ofras ya se encuentran extintas (Wake y Vredenburg 2008). Uno
de los principales factores implicados en este declive poblacional
son las enfermedades emergentes como la quitridiomicosis, la
cual es ocasionada por el hongo patdégeno Batrachochytrium
dendrobatidis (Longcore et al.1999). Este patdgeno se caracteriza
por colonizar las superficies queratinizadas de los anfibios,
desarrollando alteraciones a las estructuras del disco bucal de
los estados metamorficos y alteraciones en la epidermis de los
juveniles y adultos que en muchas ocasiones pueden causar la
muerte (Berger et al. 1998). B. dendrobatidis es generalista, y afecta
diversas especies de anfibios principalmente aquellos que estan
asociados a cuerpos de agua en su modo reproductivo, ademas
es de facil propagacion, debido a la motilidad de sus zoosporas
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durante la fase acuatica de su ciclo de vida (Berger et al. 2005a).
Presenta diversos factores de virulencia (Berger et al. 2005b) y un
amplio margen de tolerancia en condiciones medioambientales
(Ron et al. 2003); adicionalmente puede devastar poblaciones y
ocasionar muertes masivas en especies silvestres, como lo ocurrido
en Australia entre 1993-1994 y Panama entre 1996-1997 (Berger
et al. 1998).También se ha demostrado experimentalmente que B.
dendrobatidis es letal en algunas especies como la Rana muscosa,
Rana sierrae y Lithobates areolatus cuando la carga fungica es
mayor a 10* equivalentes de zoosporas por hisopo (Vredenburg et
al . 2010; Briggs et al. 2010; Kinney et al. 2011).

A pesar que el primer reporte de quitridiomicosis en el mundo
se remonta a 1998 (Berger et al. 1998), aln no se ha podido
establecer cdmo B. dendrobatidis se ha distribuido a nivel mundial.
Se cree que el patdégeno ha sido diseminado por la introduccién de
especies foraneas, como las ranas Xenopus laevis y Lithobates
catesbeianus, las cuales ya han sido reportadas como portadoras
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del hongo en paises suramericanos como Venezuela, Argentina
y Chile, entre otros (Bonaccorso et al. 2003; Hanselmann et al.
2004; Sanchez et al. 2008; Solis et al. 2010; Ghirardi et al. 2011).
Adicionalmente, se ha propuesto que el desplazamiento humano
por las zonas contaminadas y que algunas aves acuéticas cumplen
un rol importante como reservorios del hongo, transportando
las zoosporas a nuevas localidades (Rachowicz et al. 2005;
Fisher y Garner 2007; Garmyn et al. 2012). Otros autores han
sugerido que la aparicién de la enfermedad se debe a cambios
en el comportamiento del patdgeno, alteraciones en el sistema
inmunoldgico de las especies, y a la creacion de entornos mas
favorables para B. dendrobatidis, como variaciones en el medio
ambiente relacionadas con condiciones de sequia que pueden
aumentar los niveles de infeccién y la vulnerabilidad de las especies
al hongo (Rachowicz et al. 2005; Fisher y Garner 2007; Longo et
al. 2010).

En Colombia la presencia del hongo no ha sido muy
documentada a pesar de ser uno de los paises con mayor diversidad
de anfibios y un alto endemismo poblacional (Acosta-Galvis 2000).
El primer reporte en Colombia se realiz6 en ejemplares de coleccion,
utilizando técnicas histologicas (Berger et al. 1999), las cuales
revelaron que, de 673 individuos, cinco animales colectados en los
departamentos de Santander y Cundinamarca estaban infectados
por el patégeno (Ruiz y Rueda-Almonacid 2008). El segundo
reporte se realiz6 en la Cordillera Occidental en el Departamento
del Valle del Cauca, donde se analizaron 466 individuos por
técnicas histologicas,de los cuales 22 especimenes evidenciaron
la presencia de esporangios en el estrato cérneo (Velasquez et
al. 2008). Adicionalmente, la Universidad de los Andes, Colombia,
realiz6 estudios en localidades de la Region Andina Oriental en
222 anfibios, utilizando la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) convencional, logrando detectar zoosporas de B.
dendrobatidis en 16 individuos (Quintero 2008). Debido a la escasa
informacion y a que los diagndsticos actualmente publicados se han
realizado mediante andlisis histoldgico (cuya técnica es invasiva
y requiere de mucha experiencia por parte del investigador, que
dificulta el dictamen de la enfermedad) y por PCR convencional (la
cual presenta poca sensibilidad principalmente en la deteccién de
muestras obtenidas de anfibios silvestres), se realiz el siguiente
estudio, cuyo objetivo fue detectar el hongo Batrachochytrium
dendrobatidis en comunidades de anfibios de localidades
pertenecientes a las regiones Andina Central, Oriental, Orinoquia
y Amazonia de Colombia, utilizando protocolos moleculares como
la PCR en tiempo real (qPCR), cuya técnica permite diagnosticar y
cuantificar la enfermedad desde una zoospora en adelante, a partir
del cuarto dia de post infeccion (Boyle et al. 2004; Hyatt et al. 2007).

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

La toma de muestras de la poblacién de anfibios se realizé en 12
municipios pertenecientes a las regiones Andina Central y Oriental,
Orinoquia y Amazonia de Colombia, en un rango altitudinal entre
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los 200 y los 3549 m.s.n.m. (Fig1) con temperaturas promedio entre
11°C - 30°C y humedad relativa entre 62% y 96% (Tabla 1).

Procedimientos Metodolégicos

Los anfibios fueron capturados al inicio de la temporada de lluvias,
en diferentes microhabitats que incluian bosques, pastizales, esteros
y charcas, entre los meses de mayo de 2009 y diciembre de 2010,
durante el dia (para especies diurnas) y la noche (para especies
nocturnas) por el método de relevo por encuentro visuales (REV)
descrito por Rueda-Almonacid et al. (2006). Los individuos fueron
manipulados utilizando guantes de nitrilo para cada espécimen,
con el fin de evitar contaminacién cruzada (Hyatt et al. 2007).
Posteriormente se realiz6 la toma de muestras segun el protocolo
de Vredenburg y Briggs (2004/2007), utilizando hisopos previamente
esterilizados frotando el parche ventral, la superficie dorsal, las
extremidades v el interior de los dedos, 20 veces por duplicado.
Posteriormente, los hisopos destinados para el anélisis molecular se
introdujeron individualmente en un ependorff de 1.5 mL que contenia
300pl de etanol al 70%, luego fueron refrigerados a 4°C para su
conservacion y transporte. Los anfibios fueron liberados después
de la toma de los siguientes datos: a) Fecha y hora de captura,
b) Condiciones climaticas y ambientales (altitud, % humedad,
temperatura), c) Especie.

Los hisopos que contenian el etanol para la conservacion de la
muestra se dejaron evaporar a temperatura ambiente en una cabina
de extraccion durante un lapso de 30 a 48 horas; posteriormente,
a cada uno se le adiciond 50yl de reactivo PrepMan Ultra (Applied
Biosystems®) siguiendo las indicaciones de la casa matriz.

El ADN extraido fue cuantificado en un Nanodrop Thermo
Scientific® 2000c y las muestras fueron procesadas segun la técnica
descrita por Boyle et al. (2004) mediante PCR en tiempo real (QPCR)
utilizando una sonda tagman, amplificando una secuencia de ADNr
perteneciente a la regién ITS-1 y la subunidad 5.8s. Debido a que
el equipo utilizado fue Light Cycler® 1.5 de Roche® se modificaron
las condiciones de amplificacion las cuales fueron: un ciclo de
pre-incubacion (a 95°C por 10 min), 50 ciclos de denaturacién (a
95°C por 15 seg), hibridacién (a 60°C por 1min), elongacion (a
72°C por 2 seg) y un ciclo de enfriamiento (a 40°C por 30 seg).
Cada muestra se analizé por duplicado, realizando repeticiones a
aquellas que presentaban lecturas mayores a 10°zoosporas- L'
para confirmar el resultado positivo. Para la cuantificacion de las
muestras positivas, se realizé una curva de calibracién por triplicado
de cada dilucién de zoosporas, las cuales se prepararon a partir
del estandar proveniente de Australian Animal Health Laboratory,
CSIRO Livestock Industries, Private Bag 24, Geelong, Victoria
3220, Australia utilizando concentraciones de 10°, 102, 10', y 10°
zoosporas-L" y agua purificada MilliQ®de Roche®como blanco.

Para medir la probabilidad de que las variables ambientales
tomadas durante el muestreo (altitud, temperatura y % humedad;
Tabla 1), se encontraran asociadas con la presencia o ausencia del
patégeno, se realizé una regresion logistica binaria. Adicionalmente
se realizé una regresion lineal simple con cada una de las variables,
para determinar si existe una relacion entre la altitud, temperatura,
y % de humedad, con la concentracién de zoosporas, utilizando
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FIG. 1. Mapa de Colombia que muestra los municipios determinados para el muestreo de zoosporas de Bd en anfibios del pais. En rojo:
municipios donde se encontraron zoosporas en tres localidades. En amarillo: municipios donde no se detectd el hongo. Imagen tomada

de Google Earth 2011.

Map of Colombia showing the particular municipalities for the sampling of Bd zoospores in amphibians of the country. In red:
municipalities where zoospores where found in three locations. In yellow: municipalities where the fungus was not detected. Image taken

from Google Earth 2011.

para ello el programa para Windows IBM® SPSS Statistics 1.8°,
con licencia perteneciente a la Pontificia Universidad Javeriana.

RESULTADOS

Se tomé un total de 336 muestras, representadas en 57 especies
de anfibios correspondientes a los tres 6rdenes (Gymnophiona
(1), Caudata (5), y Anura (330) (Tabla 2).Ninguno de los anfibios
presentd signos aparentes de quitridiomicosis, como letargo,
posicidn del cuerpo anormal, pérdida de reflejos o anorexia (Berger
et al. 1998; Nichols et al. 2001); tampoco se encontraron individuos
muertos 0 muertes masivas durante los muestreos. Tres especies
(Leptodactylus colombiensis Heyer, 1994), Dendropsophus labialis
(Peters, 1863) y Dendropsophus mathiassoni (Cochran y Goin,
1970) fueron positivas a la presencia de B. dendrobatidis (Tabla3).

Los valores arrojados por la regresion logistica binaria no
fueron significativos, lo que indica que no existe una relacion entre
la altitud (P=0.609), la temperatura (P=0.162) y la humedad (P=
0.868) con la presencia de B. dendrobatidis. En cuanto a la relacion
con la concentracion de zoosporas y estas variables, los valores
de la regresion lineal simple tampoco fueron estadisticamente
significativos [(altitud (P= 0.435), temperatura (P=0.97) y humedad
relativa (P= 0.958)].

Por su parte, las localidades que evidenciaron la presencia de B.
dendrobatidis se encuentran ubicadas en la Cordillera Oriental, en
los municipios de Santa Maria (Boyaca) y Madrid (Cundinamarca)
(Tabla 3).

DISCUSION

Durante el estudio se detectd la presencia de B. dendrobatidis en
solo tres especies de anfibios a pesar del alto nimero de individuos
muestreados (336). Los resultados obtenidos mediante PCR en
tiempo real (qPCR) evidenciaron bajas concentraciones de zoosporas
en las tres muestras positivas, las cuales se encontraron por
debajo de la regla de las 10 zoosporas propuesta por Vredenburg
et al. (2010), cuyo modelo sugiere que valores mayores o iguales
a esta concentracion pueden ocasionar la muerte a los anfibios
(Vredenburg et al. 2010, Briggs et al. 2010; Kinney et al. 2011).
Resultados similares a la baja carga de zoosporas también fue
evidenciada en la Provincia de Yunnan, China, donde Bai et al.
(2010) determinaron concentraciones de aproximadamente 598.3
equivalentes. Adicionalmente, Swei et al. (2011), realizaron un
estudio de campo en localidades de 15 paises de Asia y de Papta
(Nueva Guinea), donde se tomaron 3363 muestras de las cuales se
evidencié una baja prevalencia y concentraciones por debajo de la
regla de10* zoosporas (Briggs et al. 2010).

Muchos factores pueden estar asociados con el bajo nimero
de individuos positivos y con la baja concentracién detectada; entre
las posibles causas se encuentran:que los ejemplares posiblemente
se hallaban en las etapas iniciales de la enfermedad donde no se
evidencia sintomatologia, o por las mudas excesivas de piel que se
presentan cuando ya se han infectado (Hyatt et al. 2007).También
puede deberse a los diversos factores de virulencia presentados
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por B. dendrobatidis (Berger et al. 2005b; Voyles et al. 2011), a
la presencia de posibles péptidos relacionados con el sistema
inmunoldgico de los anfibios (Rollins-Smith y Conlon 2005, Conlon
etal.2009) o a las relaciones simbiontes mutualistas que se pueden
formar entre los individuos y la flora acompafiante (Brucker et al.
2008a; Brucker et al. 2008b; Harris et al. 2009). Adicionalmente, se
pudo presentar falsos negativos debido a la presencia de posibles
inhibidores ya que las muestras obtenidas son ambientales y van
acompafiadas de contaminantes (hojas, barro y demas residuos
solidos) que pueden alterar la sensibilidad de la PCR en tiempo real.

Los resultados estadisticos indican que no hay una relacion
significativa entre la presencia del patdgeno y la concentracion de
zoosporas con las variables tomadas durante el muestreo (altitud,
humedad relativa y temperatura), lo cual se debe al bajo nimero
de individuos que fueron detectados como positivos. En cuanto a
la altitud, hay discrepancia entre la relacién de esta variable con
la presencia de B. dendrobatidis y la concentracion de zoosporas;
algunos autores siguieren que el desarrollo y el crecimiento del
patégeno no depende de la altitud (Drew et al. 2007; Puschendorf
et al. 2009; Kriger et al. 2007) ya que el hongo se ha detectado
desde el nivel del mar, en paises como Puerto Rico y en Ecuador
(Burrowes et al. 2004; McCraken et al. 2009) hasta altitudes de
5348 m.s.n.m., como en los Andes peruanos (Seimon et al. 2007).
Sin embargo, Pounds et al. (2006) proponen que los anfibios de
tierras medias son mas propensos al contagio y a la enfermedad,
ya que altitudes inferiores presentan altas temperaturas durante
el dia y las altitudes superiores son muy frias durante la noche
para el desarrollo del hongo quitridio; asi mismo, Sanchez et al.
(2008) vinculan la altitud con la concentracién de zoosporas y
la prevalencia de la enfermedad en la Cordillera de Mérida en
Venezuela, mientras que Longo y Burrowes (2010) sugieren que
los anfibios que se encuentran a mayor altitud tienen una menor
probabilidad de ser infectados que los que se encuentran en
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altitudes medias, como lo evidenciaron estudios realizados en
Puerto Rico en el bosque enano (850 m.s.n.m) y bosque Palo
Colorado (661 m.s.n.m.).

La temperatura ha sido reportada como factor clave para el
crecimiento y desarrollo de B. dendrobatidis. Estudios in-vitro
han determinado que el patdgeno puede crecer en rangos de
temperatura que van desde los 10 °C a 27 °C (Piotrowski et al.
2004, Berger et al. 2004, Woodhams et al. 2008). Los anfibios que
dieron resultados positivos en el presente estudio se encontraron
entre estos rangos de temperaturas (14 °C, 23.5 °Cy 25 °C), pero
el andlisis estadistico no evidencia una relacién entre este factor
y la concentracion de zoosporas. Dentro de las posibles causas
de que no exista una relacion entre la presencia del patégeno y la
concentracion de zoosporas con la temperatura, puede estar el que
en los afios del muestreo (2009-2010) se presentaron variaciones
climaticas en el pais.

Reportes del Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales de Colombia (IDEAM) informaron que se evidencid
el fenémeno de El Nifio en 2009, que ocasion6 grandes sequias
en la zona Andina, asi como el fendmeno de La Nifia en el 2010,
que desencaden6 inundaciones como consecuencia del aumento
de las precipitaciones, ambos coincidentes con la temporada de
muestreo. Estos factores pudieron afectar las condiciones propicias
de proliferacion de B. dendrobatidis, lo cual discrepa con lo descrito
por Pounds et al. (2006) quienes relacionan el fenémeno de El
Nifio con el incremento de enfermedades infecciosas y proponen
una hipdtesis en el que el aumento de la nubosidad favorece
el crecimiento del hongo, su supervivencia y reproduccién. En
los resultados obtenidos durante el afio 2009, s6lo la especie
Leptodactylus colombiensis fue positiva a la presencia del patégeno,
aunque su carga flngica fue la mas alta (75 zoosporas-jL™") en
comparacién con los otros individuos muestreados en el 2010.
Estos datos se pueden relacionar con Longo et al. (2010), quienes

TABLA 1. Variables ambientales correspondientes a los departamentos y municipios colombianos determinados para el muestreo.
TABLE 1. Environmental variables corresponding to the particular Colombian departments and municipalities for sampling.

Departamento Municipio  Altitud (m) Temperatura (°C) Humedad relativa (%) N° individuos muestreados/
Bd positivos
Cundinamarca San Antonio del 1150 21 62 59/0
Tequendama

Madrid 2592 14 71 el
Boyaca Duitama 3559 19 81 210
Santa Maria 850 24 80 95/2
Caldas La Dorada 490 24 78 2710
Samana 1550 21 73 910
Caqueta Solita 250 28 92 10/0
Morelia 258 28 92 4/0
Valparaiso 210 28 92 910
Santander Encino 2707 12.5 96 510
Casanare Chameza 1100 20 89.5 31/0
Mani 200 26 80 76/0
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TABLA 2. Especies encontradas en los 12 municipios seleccionados para el muestreo.
TABLE 2. Species found in the 12 municipalities selected for sampling.

Region Geogréfica

Departamento

Municipio

Especies

Total

Bd. Positivo

Andina Caldas
Central

Andina Oriental

Cundinamarca

Boyaca

Amazoénica

Caqueta

Santander

Samana

La Dorada

Encino

Madrid
San Antonio del
Tequendama

Duitama
Santa Maria

Morelia

Solita
Valparaiso

Centrolene prosoblepon
Dendropsophus bogerti
Pristimantis taeniatus
Rhinella grupo margaritifera
Smilisca phaeota

Allobates niputidea
Dendropsophus microcephalus
Craugastor raniformis
Engystomops pustulosus
Hypsiboas pugnax
Hypsiboas crepitans
Hyalinobatrachium fleischmanni
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus insularum
Pristimantis gaigei
Relictivomer pearsei
Rhinella humboldti

Scinax rostratus

Scinax ruber

Atelopus mittermeieri
Pristimantis miyatai
Pristimantis carlossanchezi
Dendropsophus labialis
Dendropsophus padreluna
Pristimantis renjiforum
Pristimantis susaguae
Pristimantis sp.

Rheobates palmatus
Pristimantis elegans
Bolitoglossa altamazonica
Dendropsophus mathiassoni
Dendropsophus minutus
Hypsiboas crepitans
Hypsiboas lanciformis
Hypsiboas punctatus
Leptodactylus colombiensis
Pristimantis frater
Pristimantis medemi
Phyllomedusa hypochondrialis
Rheobates palmatus
Rhinella marina

Rhinella grupo margaritifera
Rulyrana flavopunctata
Siphonops annulatus
Dendropsophus minutus
Pristimantis lanthanites
Scinax garbei
Dendropsophus mathiassoni
Dendropsophus minutus
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TABLA 2 (Cont). Especies encontradas en los 12 municipios seleccionados para el muestreo.
TABLE 2 (Cont). Species found in the 12 municipalities selected for sampling.

Region Geografica ~ Departamento  Municipio

Especies

Total Bd. Positivo

Hypsiboas punctatus
Leptodactylus hylaedactylus
Lithobates palmipes
Pristimantis altamazonicus
Scinax garbei
Dendropsophus minutus
Hypsiboas punctatus
Leptodactylus mystaceus
Lithobates palmipes
Rhinella marina
Rhinella proboscidea
Scinax garbei
Hyloscirtus bogotensis
Hyalinobatrachium munozorum
Leptodactylus colombiensis
Pristimantis medemi
Pristimantis savagei
Pristimantis sp.
Dendropsophus mathiassoni
Mani Elachistocleis ovalis
Hypsiboas crepitans
Leptodactylus bolivianus
Leptodactylus fragilis
Leptodactylus macrosternum 4
Physalaemus fischeri
Rhinella marina
Scinax rostratus
Scinax ruber
Scinax wandae

Orinoquia Chameza

Casanare

_

TWaN 2SI WNONNANOWE v v AW s AN RN
OO0 OO0 0000000000000 OO

argumentan que durante la estacién seca los niveles de infeccion
pueden aumentar, mientras que en la estacion de lluvias se aumenta
la prevalencia.

Aunque no existe una relacién directa entre la humedad y
la presencia de B. dendrobatidis, se observa que los valores
correspondientes al porcentaje de humedad fueron altos y no
presentaron grandes variaciones entre las localidades positivas.
Los resultados obtenidos en esta investigacion discrepan con los
de Woodhams y Alford (2005), quienes reportan que el patégeno
puede soportar temperaturas y precipitaciones limitadas pero
altas condiciones de humedad. Drew et al. (2006) sugieren que
los anfibios expuestos a humedad desarrollan mas faciimente la
quitridiomicosis que aquellos expuestos a lluvias continuas. Lips et
al. (2008) sugieren que la combinacion de variables ambientales,
incluyendo la humedad, influye en el crecimiento y ecologia de
Batrachochytrium dendrobatidis.

Las localidades positivas se encuentran ubicadas en
municipios de Boyaca y Cundinamarca; estos departamentos han
sido reportados anteriormente en estudios de deteccién de B.
dendrobatidis en el pais (Ruiz y Rueda-Almonacid 2008; Quintero
2008) lo cual evidencia una posible susceptibilidad de los anfibios
de esta region a la presencia del patogeno. Adicionalmente, la
region andina presenta una mayor diversidad de especies, por lo
cual los anfibios de estas zonas pueden ser mas vulnerables (Ron
2005). Este es el primer estudio de deteccion y cuantificacion de B.
dendrobatidis mediante el uso de PCR en tiempo real (qPCR) en
Colombia. Para comprender y determinar un patron de distribucién
del patbgeno en el pais, es necesario realizar estudios en otras
zonas como la Cordillera Central ya que los anfibios de esta region
no han sido reportados como positivos a la presencia del patogeno.
También es necesario realizar estudios de incidencia y prevalencia
que permitan determinar el estado poblacional de los anfibios de
las localidades reportadas como positivas.
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TABLA 3. Concentracion de zoosporas de los individuos positivos a la presencia de B. dendrobatidis mediante la técnica de PCR en tiempo
real (QPCR) en las localidades colombianas positivas a la presencia de B. dendrobatidis.

TABLE 3. Concentration of zoospores of individuals positive for the presence of B. dendrobatidis through the technique of real-time PCR
(qPCR) in the Colombian locations positive to the presence of B. dendrobatidis.

Departamento Municipio Localidad Coordenadas Especie Concentracion
(Norte - Oeste) (ZoosporasepL-1)
Boyaca Santa Maria  Quebrada Las Vueltas 4°5130.5"N Leptodactylus colombiensis 75
73°15'56.8" W
Rio Bata 4°50'53.7"N Dendropsophus mathiassoni 32
73°16°20.7" W
Cundinamarca Madrid Finca Altagracia 4°47'50.5"N Dendropsophus labialis 47
74°15° 571" W
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