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RESUMEN.- El hongo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), causante de la quitridiomico-
sis, ha ocasionado severos impactos en las poblaciones de anfibios a nivel mundial. El
objetivo de la presente investigacion fue estudiar la variabilidad genética de muestras del
hongo tomadas de hospederos de diferentes localidades en el Ecuador, para determinar si
Bd ha sido introducido recién o si es nativo en el Ecuador. Se analiz6 la regién ITS1-5.8S-
ITS2 de ADN ribosomal (ADNr) del hongo. Se identificaron 11 haplotipos en el Ecuador,
de los cuales 6 fueron tnicos para el pais; lo cual sugiere que estos podrian ser endémicos.
Los andlisis de diversidad genética indican que existe poca variabilidad genética en las
muestras de Bd analizadas. Esto sugiere una introduccién reciente del patégeno al Ecua-
dor. A pesar que no se observé un patrén de diferenciacion geografico o de hospedero
entre los diferentes haplotipos, la diversidad de haplotipos encontrada sugiere que pudo

haber multiples eventos de introduccién del hongo al pafs, relativamente recientes.

PALABRAS CLAVES: Batrachochytrium dendrobatidis, diversidad genética, quitridiomi-
cosis, region ITS ADNr

ABSTRACT.- The chytrid fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), which causes
chytridiomycosis, has contributed to the decline of amphibian populations worldwide.
The objective of this research was to study the genetic variability of this fungus from
samples from different localities to determine if Bd has been recently introduced or is
native to Ecuador. We analyzed the ITS1-5.85-1TS2 ribosomal DNA (rDNA) of the fungus.
Eleven haplotypes were found for Ecuador; of which six were unique to the country,
suggesting that they may be endemic. Analyses of genetic diversity indicate that there
was little genetic variability in the Bd samples analyzed, which would suggest a recent

introduction of the pathogen. However, while there was no geographic pattern of
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differentiation or host association between haplotypes, the diversity found suggests that

there may have been multiple independent introductions of the fungus into the country,

but relatively recently.

KEYWORDS: Batrachochytrium dendrobatidis, chytridiomycosis, genetic diversity, ITS

region rDNA

INTRODUCCION

La quitridiomicosis, causada por el
hongo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)
(Longcore et al., 1999), ha sido catalogada
como la enfermedad emergente mads
devastadora en los anfibios a nivel mundial
(Morgan et al., 2007). Fue identificado por
primera vez en 1998 y descrito en 1999 y
confirmé la hipétesis que un patégeno era
el causante de muertes masivas de anfibios
en Australia, Estados Unidos, Costa Rica
y Panama (Collins y Crump, 2009; James
et al., 2009; Longcore ef al., 1999). Hasta el
momento se han reportado 350 especies
infectadas por este hongo, de las cuales 200
han declinado o se han extinguido por esta
causa, incluso en lugares remotos y pristinos
(Skerratt et al., 2007; Fisher et al., 2009).

Se han planteado dos hipétesis sobre
el origen de Bd. La primera, conocida
como hipétesis del patégeno nuevo o de
la dispersién del patégeno, sugiere que
este es de aparicién reciente en los sitios
vulnerables (Berger et al., 1999). La segunda,
del

sugiere que este ha estado presente con

la hipétesis patégeno endémico,
su hospedero, ya sea como comensal o
simbionte y se ha vuelto virulento debido

a cambios ambientales que afectan la

dindmica patégeno-hospedero (Rachowicz
et al., 2006). Sin embargo, Goka et al. (2009)
basados en secuencias de la regiéon ITS
del ADN ribosomal, sugieren que una
combinacién de ambas hipétesis estaria

explicando la pandemia actual del hongo.

Estudios de diversidad genética en
muestras de Bd procedentes de América del
Norte, Africa y Australia, han encontrado
niveles extremadamente bajos de diferencias
en las secuencias de ADN nuclear y
mitocondrial entre cepas del hongo (James
et al., 2009; Morehouse et al., 2003). Esta poca
diferenciacién genética sugiere que las cepas
de distintos continentes tienen un reciente
ancestro comin y no han evolucionado
separadamente  por mucho tiempo
(Whittaker y Vredenburg, 2010). Los datos
moleculares existentes hasta el momento
sugieren un tinico origen de Bd con evidencia
de dispersiones locales e internacionales,
que apoyan la hipétesis del patégeno
nuevo. Los descubrimientos de que Bd es
un organismo diploide, de baja diversidad
genética y alta heterocigosidad, sugieren que
la globalizacién de este linaje es producto
del apareamiento entre cepas parentales no
idénticas, pero cercanamente relacionadas y
heterotélicas (Fisher et al., 2009).
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Ecuador es uno de los paises con mayor
diversidad de anfibios a nivel mundial,
con 535 especies registradas, de las cuales
42 % son endémicas (Ron et al., 2013). Sin
embargo, también es uno de los paises con
mayor numero de especies amenazadas,
pues alcanza un 31.3 % (Ron et al., 2013).
Estudios previos sobre Bd en Ecuador se
han limitado a determinar su presencia y es
muy poco lo que se conoce sobre su origen
0 mecanismos de transmisién. El objetivo
del presente estudio fue determinar la
variabilidad genética de la region ITS1-
5.85-ITS2 de ADN ribosomal (ADNr) de
muestras del hongo tomadas de hospederos
de diferentes localidades en el Ecuador,
para indicar si Bd ha sido introducido
recién o si es nativo en el Ecuador. Si Bd
ha sido introducido recién se esperaria
obtener una baja diversidad genética y

poca diferenciacién en las poblaciones

analizadas, mientras que si este patégeno
lleva un largo periodo en el Ecuador, la
variabilidad genética y la diferenciacion
serian altas debido a una mayor asociaciéon

evolutiva con el drea (Morgan et al., 2007).

MATERIALES Y METODOS

Muestras de B. dendrobatidis.- Se
analizaron un total de 62 muestras de ADN
de Bd que representan 11 provincias del
pais; de estas, 46 muestras son procedentes
de anfibios infectados de 16 localidades
del Ecuador, entre el 2008 y 2009, que se
encontraban almacenadas a -20 °C en el
Laboratorio de Biologia Molecular del
Museo de Zoologia QCAZ de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador (Tabla 1);
y 16 provienen de dos estudios realizados
por Manzano (2010) y Sdenz (2011). La
distribucion de las muestras analizadas se

encuentra en la Figura 1.

Localidades Bd
e

Elevacion

] 0-1200
@ 1200 - 2400
] 2400 - 3600
O 3600 - 4800
B 4800 - 6000

Figura1.Mapa de distribucién
de las muestras ecuatorianas
de Batrachochytrium den-
drobatidis analizadas. Los
circulos morados indican
muestrea-
das en el presente estudio;
los azules, las localidades
muestreadas en estudios
anteriores.

las localidades

Durango

Parque Nacional Yasuni

kilometros
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Analisis de la regién ITS1-5.8S-1TS2
del ADN ribosomal.- Para la amplificacién
del ADN ribosomal, se utiliz6 la técnica de
PCR anidado seguin Goka ef al. (2009). Las
muestras amplificadas fueron secuenciadas
por la compafifa Macrogen (Setl, Corea).
Las secuencias obtenidas fueron alineadas y
analizadas con el programa Geneious 5.4.6
(Drummond et al., 2010) y comparadas con
las secuencias internacionales disponibles
en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank) de Bai et al. (2012), Kaiser
y Pollinger (2012) y Schloegel et al. (2012),
Tupper et al. (2011), Gaertner et al. (2009),
Goka et al. (2009), Federici et al. (2009),
McCracken et al. (2009), Rodriguez y Hirt

(2009). La alineacién final fue ajustada

manualmente en el programa Mesquite
2.75 (Maddison y Maddison, 2011).

Seutiliz6 el programa TCS (Templeton,
Crandall y Sing) versién 1.21 (Clementef al.,
2000) para realizar una red de haplotipos de
las secuencias ecuatorianas y las secuencias
internacionales. Se consideraron como
poblaciones alas provinciasy los paises. Las
secuencias incompletas fueron eliminadas
para evitar falsos haplotipos debido a bases
faltantes; sin embargo, se mantuvieron
las secuencias incompletas compartidas
Se

distancias genéticas de Nei entre las

entre poblaciones. calcularon las
diferentes poblaciones con el programa
GenAlEx V.6.41 (Peakall y Smouse, 2006).
Igualmente, se realizé un andlisis molecular
de variancia (AMOVA), para determinar
si existfa subdivision genética dentro y
entre las poblaciones analizadas, mediante

el mismo programa. En el andlisis a nivel
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mundial las poblaciones fueron los paises;
y en el andlisis local, fueron las provincias.
Se buscaron diferencias a nivel global, entre
los haplotipos encontrados en el Ecuador
con los de otros paises incluidos en este
estudio y a nivel local, se analizaron los
haplotipos encontrados en las diferentes
provincias del pais. En este ultimo caso,
los andlisis se enfocaron en determinar
si existen diferencias relacionadas con
las diferentes localidades (provincias);
regiones (norte-sur del paifs), se tomaron
en cuenta como provincias del norte a:
Esmeraldas, Pichincha, Napo, Orellana,
Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo; y
como provincias del sur a: Azuay y Morona
Santiago; procedencia (silvestre-cautiverio);
hospederos; y modo de reproduccién del
hospedero, se tom6 en cuenta la puesta de
los huevos: acudtica, terrestre, arboricola
o marsupio; y el desarrollo larvario de
cada género: arroyo, desarrollo directo y/o
charca (Tabla 1). El nivel de significacién de
todos los estadisticos calculados se basé en

999 permutaciones.

RESULTADOS

En total se encontraron 11 haplotipos
(H1-H11) en las muestras ecuatorianas, los
cuales difieren en deleciones y sustituciones
de bases (Figura 2). El haplotipo H1 tiene
una frecuencia de 0.82 y estd compartido
por al menos una muestra en cada una
de las provincias ecuatorianas incluidas
en este estudio, ademds de las muestras
procedentes del terrario y de datos
indeterminados (Tabla 1). El haplotipo
H3, presente en tres muestras, tuvo una

frecuencia de 0.036 y es compartido por las
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provincias de Morona Santiago, Pichincha
y Azuay. Los haplotipos H2, H4 y HI1
tuvieron una frecuencia de 0.024. De
estos, el primero fue compartido por
las provincias de Napo y Pichincha; el
haplotipo H4 corresponde a dos muestras
de Morona Santiago, y el haplotipo H11

estuvo compartido por dos muestras de la
provincia de Orellana. Los seis haplotipos
restantes (H5, H6, H7, H8, H9 y HI10)
tuvieron una frecuencia de 0.012 y son
tnicos para cada muestra, cinco pertenecen
a la provincia de Orellana y uno a la
provincia de Pichincha (Tabla 1).

68 (0.82)

2 (0.024)

HB)——o—ooo—oa

1(0.012)

2(0.024)

3(0.036)

m Pichincha
1(0.012) ® Orellana
—. m Azuay

Morona Santiago

1(0.012) Napo

m Imbabura

2 (0.024) m Chimborazo

m Esmeraldas
m Cotopaxi

Tungurahua

1(0.012) m Indeterminada

Figura 2. Red de haplotipos delaregion ITS1-5.85 de ADN ribosomal de muestras de Batrachochytrium
dendrobatidis procedentes de diferentes localidades del Ecuador. La forma y tamafio de las figuras
estdn dados por la frecuencia de cada haplotipo. Los nimeros dentro de cada figura simbolizan a los

diferentes haplotipos. Los ntimeros sobre las figuras indican las frecuencias absolutas y relativas de
cada haplotipo. Las localidades de las cuales provienen los haplotipos se encuentran en la Tabla 1.

En el andlisis de

internacionales estuvieron representados 9

haplotipos

paises ademds del Ecuador: Bélice, Brasil,
China, Estados Unidos,

Panamd, Pert y Sudéfrica. Se encontraron

Italia, Japon,
99 haplotipos en las 260 secuencias incluidas
en el andlisis (Figura 3). El haplotipo con
mayor frecuencia fue H1 con 109/260 (0.42)
y se encuentra en todos los paises analizados.

Los haplotipos compartidos entre Ecuador
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y otros paises son: H1 (compartido con todos
los paises), H2 (con Estados Unidos), H6
(con China y Japén), H8 (con China) y H11
(con Bélice, China y Sudéfrica) (Figura 3a).
Los haplotipos H3, H4, H5, H7, H9, y H10
son tnicos para Ecuador (Figura 3b). De los
demds haplotipos, 14 fueron compartidos
entre algunos de los paises analizados; y
85 fueron tnicos para los diferentes paises
(Figura 3b).
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Figura 3. Red de haplotipos de la regién ITS1-5.8S de ADN ribosomal de muestras de Batracho-
chytrium dendrobatidis a nivel mundial. a) Se indican tnicamente los haplotipos compartidos
entre Ecuador y los otros paises incluidos en el estudio. La forma y tamafio de las figuras estan
dados por la frecuencia de cada haplotipo. Los niimeros dentro de cada figura simbolizan a los
diferentes haplotipos. Los nimeros sobre las figuras indican la frecuencia absoluta y relativa de
los haplotipos. b) Los cuadrados representan el total de haplotipos encontrados en cada pais, el

tamarno de cada uno es proporcional al ndmero de haplotipos. Las barras dentro de los cuadra-
dos representan los haplotipos de cada pais: en gris oscuro, el nimero de haplotipos comparti-
dos (Hc) de ese pais, con otros paises; y en gris claro, el nimero de haplotipos tanicos (Hu) para
cada pais. Los ntimeros sobre los cuadrados indican el nimero de muestras de cada pais. No se
incluyeron las muestras de Italia (14), Panamad (1) y Perd (1) ya que presentaron tinicamente un
haplotipo (H1).

Los resultados del AMOVA reali-
zado para evaluar diferenciacién genéti-
ca entre y dentro de las poblaciones del
Ecuador, revelaron que no existen dife-
rencias significativas entre las poblacio-
nes analizadas en el Ecuador (Tabla 2). Al
considerar diferencias entre dos regiones
(norte-sur) del pais (®,; 0.032 P > 0.051),
entre provincias (®,; 0.089 P > 0.077), por
procedencia del hospedero (silvestre-cau-
tiverio) (®,; 0.004 P > 0.269), especie de
hospedero (®,; -0.003 P > 0.496), y modo
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de reproduccion del hospedero (terrestre
con desarrollo directo, terrestre en nido
de espuma, acudtico, marsupial) (®p;
-0.072 P = 0.865); el mayor porcentaje de
la variacién se encontré dentro de las po-
blaciones sin diferencias significativas
entre ellas (Tabla 2).

El AMOVA

muestras del Ecuador y las de los paises

realizado entre las

incluidos en este estudio (tomados en

cuenta como una poblacién diferente)



Revista Ecuatoriana de
MEDICINA Y CIENCIAS BIOLOGICAS

revel$ diferencias significativas (®p; 0.199 En relacién con las distancias genéti-
P >0.002) (Tabla 2), con el mayor porcentaje cas, Brasil presenta la mayor distancia gené-
de variacién dentro de las poblaciones tica de Nei comparado con Ecuador (0.035),
(80 %). La variacion entre paises es seguida de Japén (0.013), Suddfrica (0.012) y
mayor a la encontrada entre las muestras Estados Unidos (0.009). Por el contrario, no

ecuatorianas (Tabla 2). existe diferencia genética con Italia (Tabla 3).

Tabla 2
Andlisis molecular de la varianza (AMOVA) de los haplotipos de la regién ITS1-5.85- ITS2
de ADN ribosomal de Batrachochytrium dendrobatidis encontrados en el Ecuador,
agrupados por regiones, provincias, procedencia del hospedero, modo reproductivo
del hospedero y poblaciones internacionales del hongo

Fuente de Grados de Suma de Componentes de  Porcentaje de  ®pp
variacion libertad cuadrados varianza variacion
Entre 1 1.933 0.030 3 0032  0.051
poblaciones
(norte-sur®)
Dentro de 81 74.899 0.925 97
poblaciones
Total 82 76.831 0.955
Entre
. 9 13.472 0.085 9 0.089 0.077
poblaciones
(provincias)
Dentro de 73 63.360 0.868 91
poblaciones
Total 82 76.831 0.952
Entre 1 0.980 0.004 0 0.004  0.269
poblaciones
(silvestres-
cautiverio)
Dentro de 83 71.232 0.858 100
poblaciones
Total 84 72.212 0.862
Entre
. 11 5.817 0.000 0 -0.003 0.496
poblaciones
(hospederos)
Dentro de 83 78.994 0.952 100
poblaciones
Total 94 84.811 0.952
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Cont. tabla 2

Grados de
libertad

Fuente de Suma de

variacion cuadrados

Componentes de

Porcentaje de Dpp

varianza variacion

Entre

poblaciones
(modo de
reproduccién®)
Dentro de
poblaciones

4 3.501

83 81.263

0.000 0 -0.072 0.865

0.923 100

Total 94 84.763

0.923

Entre 9 249.530
poblaciones '

internacionales

Dentro de
poblaciones
internacionales

251 1.001.853

0.993 20 0.199 0.002

3.991 80

Total 260 1.251.383

4.985

*Se tomaron en cuenta como provincias del norte a: Esmeraldas, Pichincha, Napo,
Orellana, Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo; las provincias del sur fueron Azuay

y Morona Santiago.

A Para diferenciar el modo reproductivo se tomé en cuenta la puesta de los huevos:
acudtica, terrestre, arboricola, marsupio; y el desarrollo larvario de cada género:
arroyo, desarrollo directo, charca.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este
estudio muestran que ladiversidad genética
de la poblacién de Bd basada en secuencias
de la regién ITS1-5.8S del ADN ribosomal
en el Ecuador es baja. Se identificaron
11 haplotipos, mientras que en las
poblaciones internacionales se encontraron
99 haplotipos. La diferenciacién genética
entre las muestras ecuatorianas no fue
significativa, pues indicé que no hay una
subestructuraciéon dentro de la poblacién
de Bd en el Ecuador. La baja diferenciacién
genética sugiere que la poblacién del Bd en

el Ecuador es de origen reciente.
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Cinco de los once haplotipos encon-
trados en el Ecuador son compartidos con
otros paises, lo cual denota la posibilidad
de varios eventos de introduccién del
hongo al pais. Los seis haplotipos restan-
tes, tinicos para Ecuador, podrian ser endé-
micos. En Brasil se ha sugerido la presencia
de cepas endémicas de Bd (Schloegel et al.,
2012). En China, Bai et al. (2012) también
concluyen que podria existir un linaje de Bd
endémico en ese pais, asociado a los hospe-
deros locales. Esto podria ocurrir también
en Ecuador, aunque se necesitan mayores

estudios para comprobarlo.
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La alta diversidad de haplotipos en
China (Bai et al., 2010) estd relacionada
con muestras tomadas del mercado de
Lythobates catesbeianus. Estudios enfocados
en esta rana toro norteamericana muestran
que, no solo esta especie estd ampliamente
distribuida, sino que es portadora de una
alta diversidad de genotipos de Bd y su
invasiéon pudo contribuir y facilitar el
flujo génico intercontinental del hongo
(Schloegel et al., 2012; Bai et al., 2010; Goka
et al., 2009). En Ecuador los criaderos de esta
especie de rana datan de los afios ochenta
(Villacis y Zurita, 2002), que coincide con el
tiempo del primer registro del quitrido en el
pais, el cual data de 1980 de una muestra de
piel infectada de un especimen de Atelopus
bomolochos (Ron y Merino, 2000). Esto a su
vez sugiere que Bd estuvo presente cuando
el problema de declinaciones de anfibios
en el Ecuador era evidente a finales de la
década de los 80 (Coloma et al., 2000; Ron y
Merino, 2000; Coloma, 1996; Coloma, 1995;
Stebbins y Cohen, 1995). No se descarta la
posibilidad que Bd estuviera presente antes
de su deteccién, posiblemente por que no
se evidenciaron sintomas de la enfermedad
en los hospederos. Esto podria dar soporte
a la hipétesis que el patégeno es endémico
al pais y, tal vez, fueron los cambios
ambientales producidos en la década de los
ochenta (Merino, 2001) los que generaron
una alteraciéon en la dindmica patdgeno-
hospedero, permitiendo que los hospederos
sean mads vulnerables y se iniciara su
declinacion (Fisher et al., 2009).

El haplotipo H1 fue el mds frecuente

en el Ecuador y a nivel mundial. Este

proviene de una cepa hipervirulenta y es
parte del recientemente nominado linaje
panzoético global (GPL, por sus siglas en
inglés) ya que ha emergido en al menos
cinco continentes durante el siglo XX y estd
asociadoconeliniciodelaepizodtiaenvarios
paises en Norteamérica, Centroamérica,
el Caribe, Australia y Europa (Farrer et al.,
2011). Al ser de introduccién reciente ha
causado fuertes estragos en las poblaciones
locales de anfibios (Schloegel et al., 2012;
Farrer et al., 2011). Este haplotipo, entonces,
pudo haber tenido varios eventos de
introduccién en diferentes paises o también
pudo existir flujo génico entre estos. En la
provincia de Orellana hay la presencia del
haplotipo H1 hipervirulento; sin embargo,
no se han registrado declinaciones debido
a la infecciéon del hongo en esa zona.
Esto podria deberse a una alta defensa
inmune por parte de los hospederos que
no han sido afectados por cambios en
su hébitat (Fisher et al., 2009), como en el
caso de los hospederos de tierras altas.
Igualmente, podria deberse a un efectoenla
patogenicidad del quitrido en tierras bajas,
pues las condiciones para el desarrollo de
la infeccién dentro del hospedero podrian
ser limitadas. Sin embargo, estudios
adicionales serfa necesarios para poder
confirmar esta aseveracion.

Tres haplotipos ecuatorianos se
encontraron restringidos al Parque Nacional
Yasuni en la provincia de Orellana y fueron
reportados por McCracken et al. (2009).
Esta circunstancia podria ser resultado de
un muestreo no representativo de otras

provincias o que realmente en Orellana
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hay una mayor diversidad de haplotipos.
Si se toma en cuenta que las poblaciones
de tierras bajas y himedas no se han visto
afectadas por la quitridiomicosis (James
et al.,, 2009; Bustamante et al., 2005; Ron,
2005; La Marca y Lotters, 1997) es posible
que existan haplotipos endémicos de Bd
en esta regién que no han sido detectados
o descritos. Esto, una vez mads, estaria
dando soporte a la hipétesis del patégeno
endémico, puesto que los anfibios podrian
estar conviviendo con cepas del hongo sin
que este los estuviera afectando, ya que los
anfibios mds vulnerables son los que habitan
a una mayor altitud (Ron y Merino, 2000).
En Pichincha, Morona

Santiago y Azuay (Figura 2) se encontraron

Cotopaxi,

haplotipos tinicos. Al estar estas provincias
principalmente ubicadas en tierras altas, en
donde se ha visto la mayor vulnerabilidad
de los anfibios (Ron y Merino, 2000), se
puede sugerir que en estos lugares, otros
factores han podido influir en el desarrollo
de la quitridiomicosis en los hospederos. Es
posible, entonces, que haya la presencia de
mds haplotipos endémicos en otros sitios

del pais.

del de

diferenciacién genética para las muestras

Los resultados analisis

internacionales  presentan diferencias
significativas entre paises. En los estudios
de Bai et al. (2012), en China, Kaiser y
Pollinger (2012) en Bélice; Schloegel et al.
(2012) en Brasil y Goka et al. (2009), en

Japon, se reportan nuevos haplotipos para
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cada pafs, lo cual sugiere que existe una alta
diversidad genética e inclusive especificidad
de nicho entre los haplotipos (Kaiser y
Pollinger 2012). La diversidad genética
encontrada para Bd a nivel internacional
pudiera estar relacionada con la rigurosidad

de los muestreos que se realicen en cada pais.

En general, la baja diversidad genética
encontrada en las poblaciones del Bd en
el Ecuador y la semejanza de haplotipos
con poblaciones del hongo de otros
paises, apoya la hipétesis del patégeno de
introduccién reciente. Los datos reportados
de de

poblaciones de Bd, indican que puede existir

en varios estudios genética
un reciente cuello de botella correspondiente
a una cepa ancestral diploide (James et al.,
2009; Morgan et al., 2007; Morehouse et al.,
2003). Tanto la extremada baja variacion,
como la amplia dispersiéon de genotipos
cercanamente relacionados, proveen un
fuerte soporte para la hipétesis del patégeno
nuevo. Sin embargo, no se ha encontrado
en ninguna de las regiones muestreadas en
estos estudios, evidencia del posible origen

de la cepa ancestral (James et al., 2009).
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