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1. RESUMEN

Las poblaciones de anfibios estan declinando a nivel mundial y la infeccion denominada
quitridiomicosis, causada por el hongo Batrachochytrium dendrobatidis, es uno de los factores
asociados a este fendmeno. Esta enfermedad ya fue registrada para algunas especies en el pais,
por lo que puede predecirse que sus poblaciones y muchas otras especies asociadas estan en
riesgo de decaer rapidamente, incluso llegando a la extincion local. Este fendmeno ha sido causa
de alarma mundial, debido a que ademas de la pérdida de biodiversidad, los anfibios son
considerados como un elemento base de la cadena tréfica y como indicadores de la salud de un
ecosistema. El efecto negativo en su resistencia inmunoldgica causado por la sensibilidad que
presentan al cambio climatico y otros factores antropogénicos los hace candidatos a presentar
nuevas enfermedades provenientes de otros organismos silvestres o ser reservorios de
enfermedades re-emergentes que podrian afectar la salud humana. La alta diversidad y
endemismo de anfibios en areas de altitud media de Guatemala, especialmente en bosques
nubosos, pone en evidencia la necesidad del estudio del estado de salud y conservacion actual de
los anfibios de estas regiones. Aunque en la Gltima década se ha realizado una gran cantidad de
estudios sobre quitridiomicosis en varias partes del mundo, debido a que afecta a un gran nimero
de especies y que sobrevive en un amplio rango de condiciones, ain falta mucho por estudiar de
su patologia, incluyendo la forma en que afecta la estructura poblacional de su hospedero pues
existen evidencias de que individuos en diferentes etapas de vida son afectados de diferente
manera por el hongo. Con la presente investigacion se determing la relacion entre la prevalencia
y nivel de infeccion de quitridiomicosis con el tamafio corporal en 7 especies de anfibios,
especies con distinto modo reproductivo, tanto del orden Anura como Caudata. Los muestreos se
realizaron en tres regiones de Bosque nuboso de Guatemala en los departamentos de Baja
Verapaz, Zacapa y San Marcos. La deteccion del hongo se hizo a través de la técnica de
Reaccion de la Cadena de Polimerasa de tiempo real (RT-PCR, Real Time-Polimerase Chain
Reaction). Las variables modo reproductivo y tamafio corporal (LHC) mostraron ser
significativas en la presencia o ausencia del hongo Bd, en el modelo lineal generalizado
realizado (GLM, p<0.001 y p<0.05 respectivamente). Como se esperaba las especies de habitos
mas asociados al agua presentaron prevalencias y niveles de infeccion mas altos que las de
habitos menos asociados al agua. De las 7 especies de anfibios estudiadas, solamente las dos

especies pertenecientes al orden Caudata presentaron una diferencia significativa (Bolitglossa



conanti, p=0,0057 y B. helmrichi, p=0,0236) en el tamafio corporal entre individuos infectados y
no infectados, mientras que una de estas dos especies (B. conanti) y una rana (Plectrohyla
matudai) presentaron una correlacion positiva significativa entre el tamafio corporal y el nivel de
infeccion (nimero de zoosporas equivalentes) (correlacion de Pearson, r=0.99870, p<0.0001 y
r=0.99871, p<0.0001, respectivamente). Los resultados apoyan evidencia previa de que para
algunas especies si existe una relacion entre estas dos variables, aunque no de la forma esperada,

y que para las especies de estudio probablemente se deba a los habitos de vida.



2. INTRODUCCION

Los anfibios son el grupo de vertebrados que mas amenazado se encuentra actualmente (un
tercio de las especies se encuentra en algin grado de amenaza), debido a la pérdida de su habitat,
contaminacion por quimicos, enfermedades, cambio climético, entre otras (Young et al., 2004).
La preocupacion por esta vulnerabilidad aument6 hace un par de décadas, cuando a principios de
los afios noventa, investigadores alrededor del mundo comenzaron a reportar declives en
poblaciones de anfibios, especialmente en areas pristinas sin sefiales de perturbacion. Al
investigar el suceso, encontraron en muchas de estas areas que un hongo quitrido denominado
Batrachochytrium dendrobatidis —Bd- (descrito en 1999) les causaba una infeccion epidérmica
que puede ser fatal (Berger et al., 1998; Lips, 1998 y 1999; Lips et al., 2006). La piel de los
anfibios es delgada y muy permeable, por medio de la cual realizan cierto porcentaje de la
respiracion (algunos grupos respiran completamente a través de ella) y deben mantenerla
himeda, por ello esta infeccion en la piel les puede causar la muerte. Debido a esta y otras
caracteristicas, como su complejo ciclo de vida (muchos poseen un estadio larvario y un estadio
terrestre), huevos que no poseen cascardn sino una capa gelatinosa que también necesita
mantenerse himeda, y a que no se dispersan mucho, entre otras, los anfibios como grupo son
muy sensibles a cambios en su ambiente, acuético y terrestre, y son considerados buenos
indicadores del estado de su habitat. Guatemala se encuentra entre los diez paises de América
Latina donde los anfibios se encuentran mas amenazados, y el primero de Mesoamérica, con mas
de la mitad de sus especies con algin grado de amenaza (Young et al., 2004). Ademas de las
amenazas mencionadas anteriormente, el hongo Bd ya ha sido reportado en el pais,
representando una amenaza mas para sus poblaciones. En otros paises, la quitridiomicosis ha
causado la reduccién dréastica de poblaciones enteras en poco tiempo, llegando a incluso a

extinguirse poblaciones localmente.

Se han realizado muchos estudios de laboratorio y en el campo, y la virulencia e impacto de
Bd varia grandemente de una especie a otra y entre poblaciones de la misma especie, esto debido
no solo a factores ambientales locales sino a caracteristicas propias de cada especie (Kilpatrick et
al., 2009). Algunos estudios también han demostrado en ciertas especies que los niveles de
infeccion estan relacionados con el estadio (juvenil, adulto) y/o el tamafio del individuo (Kriger

et al. 2006; Burrowes et al., 2008). La mortalidad en ciertos estadios (e.g. juveniles) puede tener



mayores repercusiones que en otras (e.g. larvas) en el nimero de individuos adultos que son los
que se reproducen (Vonesh & De La Cruz, 2002). Ademas de determinar qué especies se
encuentran afectadas en el pais, es importante conocer como la enfermedad puede afectar la
estructura de una poblacion, asi como entre especies con diferentes habitos y asi tener una base
para determinar la vulnerabilidad de una especie. Los objetivos de este estudio fueron: 1)
determinar la relacion del nivel de infeccion de quitridiomicosis y el tamafio corporal en
anfibios, 2) comparar la prevalencia y nivel de infeccion entre los érdenes Anura y Caudata y, 3)
comparar la prevalencia y nivel de infeccion entre especies con modo reproductivo terrestre y
especies de modo reproductivo semi-acuatico dentro del orden Anura. Para esto se realizaron
muestreos en tres regiones del pais con bosque nuboso en los departamentos de San Marcos,
Baja Verapaz y Zacapa, ya que los reportes previos del hongo han sido en estas areas y porque
en este tipo de bosque es donde se ha encontrado que el hongo es mas virulento (Lips, 2006).
Para estos muestreos se utilizé la técnica de Relevos por Encuentros Visuales durante la noche,
que es el periodo en que la mayoria de anfibios se encuentran mas activos. Para determinar la
presencia del hongo se realiz6 un frote epidérmico en ciertas partes ventrales del individuo
(Vredenburg & Briggs, 2007), y esta muestra fue analizada por la técnica de PCR de tiempo real
(Boyle et al., 2004). Para el tamafio corporal se midio la longitud hocico-cloaca (LHC) (Kriger et
al., 2006).



2. ANTECEDENTES

2.1 Anfibios y su importancia
Pertenecen a la Clase Amphibia, entre los vertebrados, y se consideran como la transicion
entre el hébito acudtico y el terrestre. La mayoria presenta ambas formas de vida, de ahi su
nombre, generalmente la etapa larvaria acuatica y la adulta terrestre. Una de las principales
caracteristicas de este grupo es que sufren metamorfosis, para pasar de una etapa a otra. Otra
caracteristica que los distingue de los demas grupos de vertebrados, es que poseen una piel
mucosa muy delgada, por medio de la cual pueden respirar, que no presenta ninguna estructura

externa como escamas, plumas o pelos. (Duellman y Trueb, 1994)
Existen tres 6rdenes extantes de anfibios:

e Caudata (con cola): salamandras
e Anura (sin cola): ranas y sapos

e Apoda o Gymnophiona (sin patas): cecilidos

Anfibios en su ecosistema: Como adultos, los anfibios contribuyen a mantener las poblaciones de

insectos en equilibrio, debido a sus habitos alimenticios. Se ha observado en algunos lugares
donde los anuros han sido eliminados que las poblaciones de ciertos insectos aumentan, y lo
mismo ocurre con poblaciones de algas en arroyos montafiosos cuando los renacuajos

desaparecen. (Duellman y Trueb, 1994)

El hecho de poseer una piel altamente permeable y huevos sin cascaron, los hace muy
vulnerables a cambios drasticos en la calidad del ambiente; esto los convierte en buenos
indicadores de calidad ambiental. Especies de anfibios con una distribucién geogréfica amplia,
pueden servir como elementos para el seguimiento de cambios ambientales a escalas incluso
subcontinentales. Otras especies, como las salamandras y ranas que pasan toda su vida en plantas
epifitas de las selvas, o como los cecilidos que habitan en troncos caidos en los bosques
tropicales, pueden tener una distribucion geografica muy reducida o mostrar gran especializacion
hacia algin habitat, por lo cual pueden ser Utiles como indicadores de perturbaciones locales.
(Duellman, 1966; Duellman y Trueb, 1994)



Anfibios y humanos: han sido utilizados en medicina tradicional desde hace milenios. Hay una

gran lista de usos e investigaciones con anfibios, principalmente la investigacion de los
compuestos que segregan a través de la piel, a los que se les han encontrado variados usos
medicinales. También se les da un uso alimenticio, como las ancas de rana, que son consumidas
por varios pueblos indigenas, pero también se consideran una delicia gastronomica en grandes
ciudades. Constituyen una importante fuente de proteina. Otro uso es el de controladores
bioldgicos, por sus habitos insectivoros, y han sido introducidos en muchas partes del mundo con
este fin, aunque no siempre con buenos resultados. (Tyler et al., 2007)

2.2 Diversidad de anfibios en Guatemala

Guatemala posee una alta diversidad de anfibios, constituida por 143 especies (3 érdenes,
10 familias y 36 géneros), de éstas, 46 son endémicas nacionales (25 especies de rana, 20 de
salamandras y un sapo). Las &reas que presentan mayor endemismo son las zonas de montafia,
principalmente los bosques nubosos (Acevedo, 2006; Vasquez-Almazan et al., 2009). Esta alta
diversidad se debe a la fisiografia compleja, vegetacion y climas variados que presenta el pais.
También influye la posicion geografica en los tropicos, con invasiones de fauna tanto subtropical
como templada. Los anfibios han desarrollado numerosas adaptaciones e invadido practicamente
todos los tipos de habitat, siendo la temperatura y principalmente la humedad los factores

medioambientales que mas afectan su distribucion en Centroamérica (Duellman, 1966).

Segun Campbell y Vannini (1989), los anfibios en el pais presentan ciertos patrones de
distribucion, por ejemplo las salamandras son mas abundantes en tierras altas hmedas con clima
frio. En el caso de las ranas, son abundantes en casi todas las areas, aumentando en altitudes
medias. En general, la diversidad de anfibios en el pais es moderada de 0-800 msnm,
disminuyendo minimamente de 800-1000 msnm, con un marcado aumento en el rango altitudinal
de 1300-1700 msnm y disminuyendo lentamente arriba de los 1500 msnm (Campbell y Vannini,
1989).

Los géneros endémicos de la regidn se restringen casi solamente a las tierras altas del sur

de México y Centroamérica Nuclear (para anuros y salamandras), sobre todo en el rango



altitudinal de 800-2800 msnm (Campbell, 1999), casi cada complejo montafioso en Guatemala

cuenta con una o varias especies de anfibios endémicas. (Acevedo, 2006)

En Guatemala, el 55% de las especies de anfibios poseen algun grado de amenaza, siendo
el pais con mayor porcentaje de amenaza para este grupo en Mesoamérica y se encuentra entre
los 10 més amenazados de toda Ameérica. Las tierras altas del pais se encuentran entre las mas
amenazadas de Mesoamérica y las especies endémicas de ranas, sobre todo las que tienen rangos
restringidos a una sola area montafiosa, son las mas vulnerables a la extincion (Young et al,
2004).

2.3 Declives en poblaciones de anfibios y su relacion con la quitridiomicosis

Los declives en poblaciones de anfibios se remontan a las décadas de 1970 y 1980, y se han
encontrado diversas causas para este fendmeno, entre ellas destruccién de habitat, contaminacion
del ambiente, cambio climatico, rayos ultravioleta y patdgenos (Blaustein y Wake, 1995). En el
Parque Zoologico Nacional de Washington D.C., Estados Unidos, ranas de las especies
Dendrobates azureus, D. auratus y Litoria caerulea que se encontraban en cautiverio murieron
debido a una enfermedad de la piel durante los afios 1996 a 1998. Se determiné que el causante
de la infeccion era un organismo intracelular que producia zoosporas caracteristicas de los
hongos del Phylum Chytridiomycota. En 1999, Longcore et al. aislaron y cultivaron el hongo
obtenido de una rana D. azureus y describieron su estructura y morfologia, denominandolo como

Batrachochytrium dendrobatidis, especie y género nuevo (Longcore et al., 1999).

Sin embargo, en la década de los afios noventa varios autores documentaron un extrafio
declive poblacional en América y en Australia. Esto ocurrid, especialmente en areas de bosque
pristino, y estos declives no tenian un factor de causa aparente lo cual llevo a los cientificos a
realizar estudios en estas areas (Berger et al., 1998; Lips, 1998 y 1999; Lips et al., 2006). En
varias de éstas registraron la presencia de B. dendrobatidis en la piel de anfibios, encontrando
también varias similitudes que indican el surgimiento de una enfermedad de origen acuético: los
declives ocurren abruptamente y en pocos meses, los adultos mueren mientras ain se pueden
encontrar renacuajos, que después de la metamorfosis mueren (Berger, 1998; Lips, 1999), por lo
que el impacto de la enfermedad en los individuos es especifico al estadio y en individuos

postmetamdrficos el impacto es especifico a la especie (Briggs et al.,, 2005). Se han



diagnosticado 2 6rdenes de anfibios, 14 familias y 93 especies infectadas con el hongo en 5

continentes (Speare y Berger, 2004).

El efecto del hongo al llegar a una poblacion de anfibios no siempre es el mismo, pudiendo
extinguirse la poblacion localmente mientras que en otros casos puede persistir y llegar a un
equilibrio con el patdgeno (Kilpatrick et al. 2009). Ademas de las variables ambientales, existen
otros factores caracteristicos de la especie (ciclo de vida, modo reproductivo, historia de vida,
hébitos) o de una poblacién de dicha especie (estructura poblacional) que influyen en elimpacto
del hongo, factores que aiin no se conocen a cabalidad. Algunos estudios demuestran que la edad
o tamafio corporal del individuo estan relacionados con la prevalencia y nivel de infeccion
(Kriger et al. 2006; Burrowes et al. 2008), en este caso, a menor tamafio o los individuos
juveniles suelen ser los mas afectados, y este grupo puede tener un gran impacto en la
sobrevivencia de dicha poblacién (Vonesh & De La Cruz, 2002). Asi mismo, la densidad

poblacional puede influir en la tasa de contagio entre los individuos.

Descripcién y Patologia

Batrachochytrium dendrobatidis es el primer quitridio patdgeno a vertebrados. Sus
zoosporas son flageladas y se movilizan en el agua, crece en las celulas epidérmicas
queratinizadas de anfibios (Longcore et al., 1999). La infeccién en los anfibios produce
engrosamiento y erosion de la piel y puede provocar ulceraciones. En renacuajos infecta solo las
partes bucales, que son las Unicas superficies queratinizadas en este estadio. Esto provoca la
pérdida de estas partes en el renacuajo pero no es fatal, hasta que después de la metamorfosis, al
propagarse la infeccion a otras areas, el individuo muere (Berger et al., 1998). Crece en un
amplio rango de temperaturas (4°-25° Celsius), siendo la temperatura 6ptima de 17°-25° Celsius,
por encima de la cual no presenta mayor crecimiento pero puede sobrevivir.Se presume que el
contagio se da de individuo a individuo en el apareamiento o en otro tipo de agregaciones
(Piotrowsky et al., 2004). También es posible que sobreviva saprofiticamente en el ambiente, en
estructuras queratinizadas, hasta infectar a un hospedero (Longcore et al., 1999).

Al igual que otros quitridos, Bd presenta un ciclo de vida con dos estadios: a) zoosporas

moviles uniflageladas, y b) un talo reproductivo sesil (inmovil) con un solo zoosporangio. Las



zoosporas son de vida libre (independiente de un sustrato) y al encontrar un hospedero se
enquistan y luego se desarrollan en un talo reproductivo del cual se producen y liberan nuevas

zoosporas (Berger et al., 1998; Longcore et al., 1999).

Origen

La teoria méas aceptada del origen de la quitridiomicosis establece que este patdgeno se
remonta a Sudéafrica, donde se ha encontrado infecciones en las ranas Xenopus laevis, Afrana
fuscigula y Strongylopus grayii. La dispersion global desde este continente se dio por el
comercio de X. laevis, luego de ser desarrollada una prueba de embarazos en humanos en 1934,
enormes cantidades de estos individuos fueron capturados y exportados alrededor del mundo.
Esta prueba se basaba en el principio de que la ovulacion de X. laevis podia ser inducida por la
orina de mujeres embarazadas, debido a los altos niveles de la hormona gonadotropina. El
comercio global de esta especie ha sido masivo, después de la introduccion de pruebas de
embarazo no bioldgicas, X. laevis se convirtié en un modelo importante para el estudio cientifico
de inmunologia, embriologia y biologia molecular, debido a que es facil mantenerla en cautiverio
(Kilpatricket al, 2009; Weldon, 2004).

Aunque es la teoria mas aceptada actualmente, recientemente Goka et al. (2009) reporta que
existen en Japon diversos haplotipos locales, ademas se ha identificado signos de infeccién de Bd
en un espécimen de la salamandra gigante Andriasjaponicus colectado en 1902. La combinacion
de alta diversidad genética y la evidente infeccion asintoméatica de Bd en especies nativas

japonesas ha llevado a postular que Bd pudo haber surgido en Asia.

2.4 Antecedentes de Quitridiomicosis en Guatemala
En Guatemala, Campbell reporté también en este periodo el declive poblacional de algunas
especies, en particular en algunas regiones montafiosas de baja altura en la region del caribe
(Campbell, 1998). En el 2004 se documenta el primer caso relacionado a la quitridiomicosis en
Guatemala, en el area montafiosa de Purulha, Baja Verapaz, donde se colectaron renacuajos de la
especie Ptychohyla hypomykter y algunas especiesdel género Plectrohyla con deformidades en

partes queratinizadas de la cavidad oral, esta deformidad esta relacionada con la presencia de
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quitridiomicosis (Mendelson et al., 2004). Este hallazgo era predecible debido a que paises

vecinos, como México y Costa Rica, reportaron su presencia pocos afios antes.

Los primeros registros del hongo confirmados con andlisis molecular para el pais, son
recientes. En el afio 2009 Vredenburg y Vasquez-Almazan reportaron la presenciade B.
dendrobatidis en la salamandra Bolitoglossa conanti en el area de La Union, Zacapa y en la rana
Lithobates berlandieri en el &rea de Montaiia Chiclera, Morales, Izabal. La deteccion en B.
conanti fue de los primeros casos registrados en salamandras arboricolas neotropicales,
presentando una alta cantidad de zoosporas sin presentar sintomas clinicos. Asi mismo en el
departamento de San Marcos, encontraron el hongo en las especies Bolitoglossa occidentalis, B.
lincolni, Dendrotriton bromeliacius y el hibrido Bolitoglossa franklini x lincolni, en un rango
altitudinal de 1200 a 2800 msnm (Rovito et al., 2009).

En paises vecinos también han reportado la presencia de Bd, como en el Parque Nacional
Pico Bonito (Region caribe del Oeste de Honduras) en dos especies, Craugastor aurilegulus y
Lithobatesmaculata (géneros Eleutherodactylus y Rana previamente) (Pushendorf et al., 2006).
Mencionan también el declive poblacional de otras especies, principalmente de la familia
Hylidae como Plectrohyla guatemalensis, Plectrohyla matudai, Plectrohyla dasypus,
Plectrohyla psiloderma y Ptychohyla hypomykter, las cuales presentaron deformidades bucales
en renacuajos (McCranie y Castafieda, 2007).

2.5 Bosques nubosos

Es dificil definir los bosques nubosos a escala global, parte de la definicion mas aceptada
es: “Los bosques nublados (Tropical Montane Cloud Forests) constituyen ecosistemas forestales
qgue normalmente ocurren en una franja altitudinal donde el ambiente se caracteriza por una
cobertura de nubes persistente o estacional. Esta persistente nubosidad reduce la radiacion solar y
el déficit de vapor, llegando a suprimir los procesos de evapotranspiracion. La precipitacion total
que llega al interior del bosque se ve significativamente incrementada por el aporte de la neblina
interceptada por la vegetacion (precipitacion horizontal). Se caracterizan por presentar una
proporcion alta de epifitas (briofitas, liquenes y helechos) y una reduccion en las lianas lefiosas.

Los suelos en general son himedos y presentan una gruesa capa de materia organica humificada.
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Los valores de biodiversidad de arboles, hierbas, arbustos y epifitas son altos, considerando su
reducida superficie con relacién a la selva tropical lluviosa, en la cual la alta riqueza especifica
se concentra en los &rboles principalmente. Los valores de endemismo son también muy altos.
Ocurren en un rango muy amplio de precipitaciones (500-10,000 mm anuales) (Brown y
Kappelle, 2001).

En Guatemala, los bosques nubosos presentan alta biodiversidad, en un rango altitudinal
entre los aproximadamente 1,200 y 2,400-2,600 msnm en las diferentes regiones montafiosas. Se
encuentran en los departamentos de Huehuetenango (Sierra de los Cuchumatanes), San Marcos
(Cadena Volcénica), Quetzaltenango (Cadena Volcanica), Quiché, Alta Verapaz, Baja Verapaz y
Zacapa (Sierra de las Minas) e Izabal. Superficie de bosque nublado, 50,000 ha, de las cuales
20,000 estan protegidas. Estas zonas presentan una alta frecuencia de nubosidad durante todo el
afio, asi como una alta precipitacion pluvial neta y humedad atmosférica. La temperatura media
anual varia entre 12-23°C (para México), para el Volcan de Acatenango es de 12.5-18.5°C. El
promedio anual de precipitacion pluvial es de 2,000 a 5,000 mm, siendo el periodo de mayor

precipitacion entre los meses de mayo a octubre. (Véliz e Islebe, 2001)

Estos bosques son muy importantes en la proteccion de cuencas hidrograficas y su
degradacion generalmente afecta negativamente la calidad del agua, asi mismo son cruciales por

su capacidad de capturar la humedad atmosférica (Brown y Kappelle, 2001).

La cobertura forestal es muy importante para controlar la cantidad de humedad y luz solar
en la mayoria de habitats. En los bosques nubosos el suelo permanece generalmente himedo a lo
largo del afio y presenta una capa profunda de materia organica, lo cual favorece la presencia de
anfibios. Estos estan muy restringidos por condiciones de microhabitat, por lo que su
distribucion local refleja la presencia o ausencia de estas condiciones (Duellman, 1966). La
representacion de estos bosques en el sistema de areas protegidas en la pais es casi nula por lo

que existe una alta prioridad en su conservacion y estudio (Schuster et al., 2000).
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2.6 Areas de Estudio

Biotopo Universitario “Mario Dary Rivera” para la Conservacion del Quetzal y zonas aledarias

Mas conocido como “Biotopo del Quetzal”, se localiza al norte del pais, entre los
municipios de Salama y Purulh& en el departamento de Baja Verapaz en el kildbmetro 160.5. Sus
coordenadas geograficas son Latitud N 15°13°0” y Longitud W 90°13°15". Tiene un perimetro
de 29.02 km y un area de 1,044 hectareas. Fue declarado area protegida en 1986 segun Decreto
Legislativo 4-89 y sus reformas 18-89 y 110-96. El area es administrada por el Centro de
Estudios Conservacionistas de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San
Carlos de Guatemala. (CECON-USAC, 2010)

El rango de elevacion del Biotopo es de 1500 a 2300 msnm (Ponciano y Glick, 1979).La
mayor parte del area esta representada por vegetacion de bosque latifoliado que se desarrolla
arriba de los 1,500 msnm. La vegetacion es bastante abundante, siendo mas notable la presencia
de plantas caracteristicas de alta humedad como: helechos, musgos, liquenes, orquideas y
tillandsias que cubren ramas vy tallos de arboles con alturas hasta de 30 metros de las especies
Engelhardtia guatemalensis, Nogal; Alfaroa costarricensis; Magnolia guatemalensis, Palo puro;
Quercus spp., Encino; Cyathea spp., Helecho arborescente; Dendropanax arbore, entre otras
(Ponciano y Glick, 1980).

La vegetacion en el extremo Este del area esta representada por 4 especies de coniferas,
principalmente por Pinus tenuifolia, pino candelillo (Ponciano y Glick, 1980). La lluvia
registrada muestra precipitaciones promedio anuales de 2,069.80 mm, siendo los meses menos
lluviosos de noviembre a mayo, y los méas lluviosos de junio a septiembre. Los registros
climaticos de la estacion ubicada en Albores, coordenadas UTM Latitud 150303 y Longitud
895800, indican una temperatura promedio anual de 20.04 °C. La humedad relativa promedio
oscila entre 85.5% a 95.9%, siendo su promedio anual de 90.7% (INSIVUMEH, 2006).

Los rios, riachuelos y quebradas existentes en el Biotopo, en general se caracterizan por
correr en pendientes sobre terrenos accidentados, lo que define corrientes rapidas, que por la
naturaleza de los suelos permite la existencia de aguas cristalinas. Dado a que la mayor parte de
BUCQ se localiza en una zona lluviosa, la mayoria de las quebradas son de caracter perenne y

las pendientes de los lechos son muy escarpadas. Los saltos han formado pequefios estanques
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que durante el verano permanecen abastecidos de agua (Ponciano y Glick, 1979). Ademas,
drenajes subterraneos y puntos de agua se observan en todo el bosque. Los rios arriba de los
1,000 msnm se definen como rios de altura, caracterizandose por su baja productividad, lo que se
refleja en una baja biodiversidad. Sin embargo, se han detectado especies adaptadas a esas
caracteristicas, como es el caso de especies de anfibios de la familia Leptodactylidae, que
aprovechan tanto las corrientes continuas como las intermitentes en los periodos de lluvia para el

desarrollo de sus larvas (Brule, 1982).

El Biotopo se encuentra dentro del area herpetofaunistica Quechi, segun la clasificacion
de Campbell y Vannini (1989, regiones modificadas de Stuart 1943 o0 1964) que se caracteriza
por varias especies de salamandras, leptodactilidos e hilidos, lagartijas del género Abronia,
Anolis y Xenosaurus, asi como muchas culebras.Una de las areas aledafias que se incluyen en
esta investigacion es la region Oeste de la Sierra de las Minas (entrando por la Comunidad de
Chilasc6). En la Sierra de las Minas se encuentran las siguientes especies endémicas, la lagartija
Abronia gaiophantasma, la culebra Chapinophis xanthocheilus, la salamandra Cryptotriton
veraepacis (también presente en el BUCQ), la rana Craugastor daryi (Campbell 2001),
Cryptotriton sierraminensis (Vasquez-Almazan et al., 2009), Bolitoglossa daryorum (también
presente en el BUCQ), B. tzultacaj (Campbell et al., 2010) y Plectrohyla pokomchi (Duellman &
Campbell, 1984). Herpetofaunisticamente, esta area comparte muchas especies con el area de las

verapaces, incluyendo del Biotopo del Quetzal. (Campbell, 2001)
Bosque municipal de la Union, Zacapa y zonas aledafas

Se localiza en el Este de Guatemala, en el Departamento de Zacapa y pertenece al
municipio de la Unién. Forma parte de la Sierra del Merenddn, al suroeste, extendiéndose a lo
largo de la frontera con Honduras. Tiene un rango altitudinal de 900 a 1,720 msnm y la
temperatura oscila de 16.6 hasta los 29.6°C(Vasquez, 2010).El bosque se mantiene en buenas
condiciones debido a que la Municipalidad de La Unién es duefia del terreno e inscribi6 el area
en la categoria de Bosque Regional Municipal ante el Consejo Nacional de Areas Protegidas, con

un area de 3,627 hectareas. (Vasquez, 2010)

Dentro del area del bosque se encuentra el Cerro del Mono, catalogado como uno de los 8
sitios AZE (Alianza para la Cero Extincion) en el pais, debido a que son considerados sitios
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clave o de alta diversidad, que representan el ultimo refugio para algunas especies de flora y/o
fauna clasificadas como En Peligro (EN) o En Peligro Critico (CR), segun la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (UICN). La especie de importancia que se encuentra en
este Cerro es la salamandra Cryptotriton monzoni categorizada en Peligro Critico (CR) (AZE,

2010), la cual es endémica de estos bosques.

Otras especiesque se encuentran en el area son Bromeliohyla bromeliacia (CR), Ptychohyla
hypomykter (CR), Bolitoglossa conanti y Bolitoglossa rufescens. Es importante resaltar que las
quebradas y cascadas frias que se forman en las bases y vertientes de la montafia son ecosistemas
anicos, importantes para la reproduccion de los anfibios que habitan el bosque y otros animales

nativos. (Vasquez, 2010)

La parte alta de la montafia denominada “Las Granadillas” forma parte del bosque nuboso
de esta regidn, ubicada en los municipios de Jocotan y Camotéan, Chiquimula y los municipios de
la Union, Zacapa, Estanzuela, Rio Hondo y Gualan, en el departamento de Zacapa. El rango
altitudinalvaria desde los 184 a los 1748 msnm. (CDC-CECON-USAC, 2011). En las areas de
mayor altitud de la montafia, la temperatura es templada, con maximas anuales promedio de
36.4°C y minimas de 11°C. La precipitacion varia de 1,869 a 1,397 mm/afio y la humedad
relativa va de 59% a 87%. Toda esta region montafiosa es una zona importante de captacion
hidrica que abastece de agua a las poblaciones aledafias (CDC-CECON-EB-USAC & Nature
Serve,2009).

Para la Montafia Las Granadillas se tiene registro de siete familias y 11 especies de
anfibios, cuatro de las cuales estan clasificadas en algin grado de amenaza por la UICN:
Plectrohyla matudai, Ptychohyla hypomykter, Bolitoglossa conanti y Craugastor charadra
(MUSHNAT-EB-USAC, 2009). Para el area de La Unidn se tienen registros de seis familias y
10 especies, cuatro con algun grado de amenaza. La Montafia Las Granadillas es parte del
bosque nuboso de esta region, por lo que al igual que el bosque de La Union, es muy importante
su conservacién, ya que es muy probable que C. monzoni se encuentre en dicha zona (Vasquez,
2010).Esta regién corresponde a las areas herpetofaunisticas de Jalapa y de la Sierra del
Merenddn (Campbell & Vannini, 1989).



15

Bosque nuboso del volcan Tajumulco

El Volcan Tajumulco se localiza en el departamento de San Marcos, en las coordenadas
Latitud 15.02.34 y Longitud 91.54.14 con un rango altitudinal de 1,800 a 4,220 msnm, siendo el
volcan de mayor altitud en Centroamérica (Godoy, 1999). Al igual que todos los volcanes del
pais, pertenece a la categoria de Zona de Veda Definitiva y es administrado por CONAP,
declarado por acuerdo gubernativo 21-06-56 y Decreto Legislativo 4-89 (CONAP, 2006)

La mayoria de estudios herpetofaunisticos en el area corresponden al grupo de salamandras
en los afios setenta, y recientemente algunos viajes de campo (Rovito et al., 2009), las especies
reportadas para alturas medias y altas han sido Bolitoglossa engelhardti, B. flavimembris, B.
franklini, B. morio, B. lincolni, B. rostrata, Dendrotriton bromeliacia, Pseudoeurycea rex, P.
goebeli, y P. brunnata (Wake et al., 1992). También se encuentran las especies Bufo canaliferus,
Bufo marinus, Agalychnis moreleti, Plectrohyla hartwegi, Plectrohyla matudai,
Eleutherodactylus rhodopis, Rana maculata, Bolitoglossa occidentalis. (Valdez et al., 1999).
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3. JUSTIFICACION

En Guatemala mas de la mitad de las especies de anfibios se encuentran amenazadas,
ocupando uno de los primeros 10 lugares de los paises mas amenazados en América y el primer
lugar en Mesoamérica (Young et al., 2004), por otro lado es una de las regiones con mayor
diversidad y endemismo de anfibios (Duellman, 1966). Las causas de estas amenazas son
variadas, entre éstas contaminacion, reduccién de sus habitats, cambio climatico y enfermedades
(Kilpatrick et al., 2009), debido a su complejo ciclo de vida y sus caracteristicas fisioldgicas, este
grupo presenta mayor sensibilidad a los cambios en su entorno que otros grupos. Desde hace
aproximadamente dos décadas se empezaron a registrar disminuciones en muchas poblaciones de
anfibios en distintas partes del mundo, aln en areas aparentemente bien conservadas,
determinandose que estos declives estan asociados a la presencia de un hongo quitrido
denominado Batrachochytrium dendrobatidis que causa una infeccion en la piel de los anfibios.
Indicios de esta enfermedad en algunos individuos fueron observados en Guatemala por primera
vez en el afo 2004, confirmandose su presencia con analisis moleculares en el afio 2009 (Rovito
et al.). El origen del hongo y forma de contagio entre individuos aun no se conoce claramente,
por lo que las medidas de prevencion y manejo recomendadas son muy generales hasta el
momento. El efecto de la enfermedad no es el mismo para diferentes especies de anfibios,
incluso para diferentes poblaciones de una especie, suponiéndose que influyen variables
ambientales locales en la virulencia del hongo, se sabe que la temperatura afecta el crecimiento
del hongo en condiciones de laboratorio y que la virulencia de éste es mayor a mayores altitudes,
pero existen otros factores que ain no se ha establecido de qué forma interactian entre si. Las
caracteristicas intrinsecas de una especie también influyen en la respuesta hacia el hongo ya que
una misma especie en diferentes localidades presenta distintas respuestas, diferentes especies en
una misma localidad tampoco responden de la misma manera. Algunos estudios (Kriger et al,
2006; Burrowes et al, 2008) han demostrado que la edad y/o tamafio de los individuos en una
especie tiene relacion con el nivel de infeccion de quitridiomicosis, siendo la tendencia que los
individuos de menor tamafio o juveniles presentan niveles de infeccion mas altos. En poblaciones
de anfibios puede ser que la sobrevivencia en los estadios postmetamorfico y juvenil son los que
tengan mayor influencia en la densidad de individuos adultos (Vonesh & De La Cruz, 2002), y si
este grupo de la poblacidn es el méas afectado por la enfermedad, repercutiria en la dinamica y la

subsistencia de la poblacion.
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4. OBJETIVOS

4.1 General
Determinar la relacién entre el nivel de infeccion de quitridiomicosis y el tamafio corporal y

modo reproductivo en anfibios en bosques nubosos de Guatemala.

4.2 Especificos

4.2.1 Determinar la relacion entre el nivel de infeccion de quitridiomicosis y el tamarfio
corporal en anfibios

4.2.2 Comparar la prevalencia y nivel de infeccion de quitridiomicosis entre los 6rdenes
Anura y Caudata

4.2.3 Comparar la prevalencia y nivel de infeccidn de quitridiomicosis entre especies con

modo reproductivo terrestre y semi-acuatico dentro del orden Anura
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5. HIPOTESIS

Los individuos de menor tamafio corporal y de habitos semi-acuéticos seran méas propensos a

estar infectados con Batrachochytrium dendrobatidis en bosques nubosos.
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6. MATERIALES Y METODOS
Especies y Sitios de Muestreo

Los muestreos fueron realizados en 7 localidades en bosques nubosos de tres
departamentos: San Marcos, Baja Verapaz y Zacapa, debido a que ya se ha reportado la
presencia del hongo en anfibios en estas areas (Mendelson et al., 2004; Rovito et al.,
2009; Ruano et al., 2012). Las especies incluidas en este estudio se escogieron en base a
los siguientes criterios: a) incluir especies del orden Anura y Caudata y con distintos
modos reproductivos,b) tienen reporte de infeccién con Bd (Ruano et al., 2012), y3) son
méas abundantes o méas faciles de encontrar que otras especies en las localidades de
estudio (Ruano et al., 2012). Las localidades se seleccionaron porque ahi se encuentran

las especies de estudio.

Tabla No. 1. Localidades de muestreo y especies por localidad

Departamento Baja Verapaz Zacapa San Marcos

San Rafael Pie de

Municipio Purulha Salama La Unién Zacapa la Cuesta Tajumulco
Refugio del
Localidad BUCQ Sachut Chilascé La Unién  Granadillas Quetzal Tajumulco

Bolitoglossa conanti
Bolitoglossa helmrichi
Plectrohyla matudai
Plectrohyla sagorum
Ptychohyla
hypomykter
Craugastor bocourti
Craugastor laticeps

X

Las especies de estudio presentan distintos habitos y modos reproductivos, para
este estudio nos referimos exclusivamente en relacion al agua. Para el andlisis del modo
reproductivo se clasificaron las especies estudiadas en dos categorias: A y B. La categoria
A incluye las especies con modo reproductivo asociado al agua, en este caso depositan
los huevos en cuerpos de agua, Yy el desarrollo es indirecto ya que poseen etapa larvaria
acudtica. La categoria B incluye las especies con modo reproductivo no asociado al agua,

es decir que depositan los huevos en el suelo (0 en el caso de las 2 especies de
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salamandras estudiadas, también en bromelias) y el desarrollo es directo, esto significa

gue no pasan por etapa larvaria acuatica.

Modo
Orden Género Especie reproductivo
Caudata Bolitoglossa  conanti B
Bolitoglossa ~ helmrichi B
Plectrohyla matudai A
Plectrohyla sagorum A
Anura Ptychohyla hypomykter A
Craugastor bocourti B
Craugastor laticeps B

Tamaro muestral

Se definio el tamafio minimo muestral en base a un premuestreo (20 individuos
por especie) para determinar el numero de individuos necesarios para tener
representatividad de la variacion en el tamafio corporal de cada especie, utilizando la
férmula (Daniel, 1990):

n=numero de individuos

z=al 95% = 1.96

nN=2zo" donde o= desviacion estandar (obtenida del premuestreo)
d2 d= limite de error (0.05%)

encontrando los siguientes valores para n

Especie z c d n

Bolitoglossaconanti 9.640270183 | 2.112517346 | 18
Bolitoglossahelmrichi 9.631105036 | 2.110508945 | 18
Craugastor bocourti 4.24326427 1.039599746 | 14
Craugastor laticeps 1.96 7456473839 | 1.050484763 | 16
Plectrohylamatudai 6.247114597 | 1.368959344 | 18
Plectrohylasagorum 1.280251584 | 0.304296486 | 15
Ptychohylahypomykter 3.447791055 | 0.755530527 | 18

Busqueda y colecta de especimenes

Para el muestreo de anfibios se utilizo el método de Relevamientos por
Encuentros Visuales -REV- (0o VES por sus siglas en inglés) que consiste en hacer

caminatas en senderos y/o transectos en busca de anfibios (Heyer et al., 1994). Los
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senderos se ubicaron tanto dentro del bosque como a lo largo de rios (si estaban presentes
en las localidades) y los muestreos fueron nocturnos, periodo en que la mayoria de
anfibios estan activos. Los individuos encontrados se colectaron manualmente para la
toma del frote epidérmico e identificados utilizando claves de anfibios de Guatemala,
Honduras y el Salvador, al momento de capturar los anfibios se usaron guantes de latex
desechables o bolsas de pléastico, los cuales fueron cambiados entre cada toma de muestra
(individuos) para evitar contagio de otros individuos (Vredenburg y Briggs, 2007). Los
especimenes de dificil identificacion fueron colectados y dormidos hasta la eutanasia con
MS-222 (anestesia) y posteriormente fijados en formol al 10% y preservados en alcohol
al 70% (Heyer et al., 1994). Para cada individuo encontrado se tomaron los siguientes
datos en la libreta de campo: localidad, microhabitat, fecha, hora de colecta, especie (si se
conoce), estadio de vida (sub-adulto, adulto).

Toma de frotes epidérmicos

Para la toma de muestras en anfibios adultos y metamdrficos se realizé un froteen
la piel con un hisopo esteéril el cual se desliz6 en total 35 veces en las siguientes partes del
anfibio: la superficie inferior del vientre, y parte interior de los muslos, patas y
membranas interdigitales (membranas entre cada uno de los dedos de los miembros
inferiores) y parte gular en salamandras (Vredenburg y Briggs, 2007; Amphibiaweb,
2008). Luego se agregd una gota de etanol al 95% y se dejé secar la muestra del hisopo al
aire, por aproximadamente 5 minutos, evitando el contacto directo de la luz del sol sobre
el frote. Posteriormente se colocé el hisopo en un tubo de 1.5 ml para microcentrifugar

(viales Fisher Scientific) (Vredenburg y Briggs, 2007).
Analisis de las muestras

Las muestras fueronanalizadas con la técnica especifica de identificacion
molecular de Batrachochytrium dendrobatidis por medio de PCR de tiempo real
(“Tagman assay”) estandarizada por Boyle et al. (2004). Esta técnica es la mas efectiva,
especifica y sensible para la deteccién de Bd, especialmente en etapas tempranas de
infeccion, no solo detectandola presencia del hongo sino que cuantificael nivel de

infeccion en los anfibios muestreados. Los niveles de infeccion son expresados en
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zoosporas equivalentes por individuo, el cual no es un nimero entero debido a que esta
medida no es un conteo directo del ntimero de zoosporas sino un “equivalente”
determinado a partir del nimero de ciclos en el cual la técnica de PCR de tiempo real
detecta la presencia del hongo, y que ya ha sido estandarizada (Vredenburg y Briggs,
2007)

Medicion de tamario corporal

Se tomé como medida de tamafio corporal la longitud hocico-cloaca (Kriger et al.,

2007), en milimetros, para lo cual se utilizé un vernier con exactitud de 0.05 mm.
Anélisis estadistico

Se comparé la LHC (longitud hocico-cloaca) media entre individuos infectados
(positivos) y no infectados (negativos) usando la prueba independiente de t, y la prueba
de Mann Whitney (ambas pruebas a dos colas) cuando la LHC no presentd normalidad.
Para determinar si existe asociacion entre la prevalencia de Bd y el modo reproductivo se
realizd un analisis de chi cuadrado. Se realizo la correlacién de Pearson para analizar la
relacion entre tamafio corporal y nivel de infeccion (No. de zoosporas equivalentes).
Antes de realizar el andlisis se transformaron los valores del nimero de zoosporas a su
logaritmo natural (Ln) por las siguientes razones: a) la variable es continua pero no
presenta normalidad y aumenta exponencialmente, b) se realizd por aparte una
correlacion de Spearman con los datos sin transformar y la direccion de la relacion es
igual con las dos pruebas (no cambia el signo de la relacién), por lo que la transformacion
se hace para que la prueba sea mas sensible a la asociacion entre las dos variables (que
puede enmascararse debido al aumento exponencial de la variable, (Crawley, 2007) vy, 3)
en base a que otros estudios que analizan esta variable la transforman debido a su
comportamiento (e.g. Kriger et al., 2006; 2007; Raffel et al., 2010).

Para analizar las variables explicativas (LHC, Modo reproductivo y localidad) en
conjunto, se realiz6 un GLM (familia binomial y enlace logit) siendo la variable de
respuesta la presencia o ausencia de Bd (1/0 respectivamente, respuesta binaria). Se
incluyeron como variables explicativas en este andlisis también microhabitat en que fue

encontrado el individuo (Hoja, Tronco, hojarasca) y altura a la que fue encontrado
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(centimetros sobre el suelo). Estas ultimas variables se obtuvieron de Ruano et al. (2012),
para determinar si éstas, ademas de las variables de estudio, influencian la presencia de
Bd en los anfibios estudiados. Para poder realizar el analisis se relativizé la variable LHC
obteniendo un indice de tamafio corporal para cada individuo y poder analizar a las 7
especies estudiadas en conjunto dividiendo la LHC de cada individuo entre la LHC
maxima encontrada para esa especie en el presente estudio. Asi mismo se obtuvo la
probabilidad para la presencia de Bd para el tipo de modo reproductivo y el tamafio
corporal en anfibios. También se realiz6 un GLM para el ndmero de zoosporas
equivalentes (familia binomial negativa y enlace log) (Raffel et al., 2010) incluyendo
solo modo reproductivo y el indice de tamafio corporal como variables explicativas.
Todos los analisis fueron realizados en el programa estadistico R (R Development Core
Team, 2011).

Materiales:

De campo De Laboratorio

* Guias de identificacion

« Linterna de Cabeza * Etanol al 95% y al 70%

« Baterias AAA * Bandejas de plastico herméticas

* Anestésico (MS-222) o cloretone

* Formol al 10% (Formalina)

« Frascos de vidrio de diferentes

» Marcador indeleble tamarios
e GPS Garmin Etrex » Un paquete de papel absorbente
 Guantes de latex desechables

* Hisopos estériles.

» Viales Fisher Scientific 1.5 ml.
* Gradillas

* Pinzas

* Kit de diseccion

« Pinzas y agujas de diseccion

* Pisetas

» Estereoscopio

* Vidrios de reloj

* Linterna de mano

* Libreta de campo impermeable
* Bolsas plasticas de 10 lbs.
* Rapidografos indelebles

* Rastrillos

* Botas de hule
+ Camara digital
* Vehiculo

* Reloj
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7. RESULTADOS

En total se muestrearon 184 individuos de las 7 especies, de los cuales 73 individuos
resultaron infectados con Bd (39.67% casos positivos), y la prevalencia por especie va de 6.67 a
64.41%, siendo las especies de la familia Hylidae las que presentaron prevalencias mas altas
(33.73-70.83%), mientras que el género Craugastor presento las prevalencias mas bajas (6.67-
21.43%, ver Cuadro No.1). Se encontr6 una diferencia significativa entre el nidmero de
individuos positivos y negativos en relacion al modo reproductivo, presentando el modo
reproductivo A (Ver cuadro de modo reproductivo en Métodos) mayor ndmero de casos
positivos que el modo reproductivo B (X?=22.727, GL=1, p<0.0001, Ver figura No. 1). Asi
mismo, los hilidos presentaron en promedio cantidades de zoosporas equivalentes mas altas
(valores promedio por especie de 16.75 + 37.63 a 731.22 + 2229.0, ver Cuadro No. 2) que las
especies de las otras dos familias (valores promedio por especie de 0.1128 a 123.92 + 155.99),
presentando el género Craugastor los valores promedio mas bajos también. Aln asi, dentro de
los hilidos, aunque P. matudai presentd las prevalencias mas altas, presentd un ndmero de
zoosporas mas bajo en comparacion con P.sagorum y P.hypomykter e incluso que la salamandra
B. conanti (Ver Cuadro No.2).

Para P. matudai la LHC es significativamente diferente entre las 2 localidades
muestreadas (Granadillas y Tajumulco, U=186.50, p=0.0004) por lo que los andlisis se
realizaron separadamente para cada localidad. La prevalencia también resulto diferente para P.
matudai al separar las localidades, presentando la poblacion de Tajumulco una mayor
prevalencia. Los resultados muestran que en las salamandras estudiadas, los individuos
infectados (positivos) son significativamente mas grandes que los individuos no infectados
(negativos). Esta diferencia entre individuos positivos y negativos no se encontro para las

especies de anuros (ver Cuadro No.1y Grafica No. 1).



Gréfica No. 1: Porcentajes de casos positivos y negativos por modo reproductivo.

Numero de individuos

Modo Reproductivo

Il Negativos
Bl rosiivos
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Cuadro No. 1: tamafios muestrales, valores de prevalencia y comparacion entre individuos positivos
y negativos para cada especie.

Familia Especie Prevalencia Positivos/total LHC (x + sd) Diferencia en LHC
(%) de individuos entre individuos
- - positivos y
positivos negativos .
negativos
Plethodontidae Bolitoglossa 24.0 6/25 37.75+5.97 32.56+2.65 (t) p=0.0057
conanti
Bolitoglossa  25.71 9/35 40.58 +6.10 33.18+8.70 (U) p=0.0236
helmrichi
Hylidae Plectrohyla  73.91 17/23 35.41 +3.25 35.48 +4.43 (U) p=0.5753
matudai 1
P.matudai 2  58.33 21/36 32.53+2.41 33.07+2.57 (U) p=0.3904
Plectrohyla  55.56 10/18 37.89 +1.55 37.50+0.81 (t) p=0.5368
sagorum
Ptychohyla  33.33 6/18 34.97 +3.10 34.67 +2.58 (U) p=0.6086
hypomykter
Craugastoridae  Craugastor  21.43 3/14 28.47 +2.94 29.64 +9.77 Muy pocos
bocourti positivos
Craugastor  6.67 1/15 35.35 37.15+14.50 Muy pocos
laticeps positivos

P. matudai 1 corresponde a localidad de Tajumulco, 2 a Granadillas; (t) prueba independiente de t, (U) prueba de

Mann-Whitney
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Grafica 2: comparacion de |as medias en
LHC conerrores estandar, entre individuos
negativos y positivos para Bd, para cada
especie. Especies : co (B.conanti), he
(8.helmrichi), hy (P.hypomykter), mol
(P.matudoi en Tojumulco, ma2(P.matudoi
en Gronodillos), so {P.sogorum),

bo(C.bocourti) y lo (C.laticeps).

s bo
ol

T

Pasitivo

El nimero de zoosporas equivalentes encontrado difiere por varios érdenes de magnitud,
de 0.001984 a 7,074.4 (media=145.49 + 832.43, mediana=6.89) por lo que se transformaron a su

logaritmo natural (Ver métodos). Se encontrd una correlacién significativa entre la LHC y el

numero de zoosporas en individuos infectados en dos especies, Bolitoglossa conanti y P.

matudai (localidad Tajumulco, ver Cuadro No. 2 y Grafica No. 3), las demas especies no

presentaron correlacion entre estas dos variables, para C. bocourti y C. laticeps no se realizo este

analisis porque el numero de casos positivos fue muy bajo (3 y 1 respectivamente).



Cuadro No. 2: cantidad de zoosporas equivalentes y su correlacion con la LHC

para cada especie.

Familia Especie No. De zoosporas | Correlacidon entre (Ln) No. De
equivalentes zoosporas y LHC en individuos
(x + sd) infectados
Plethodontidae Bolitoglossa conanti 123.92 +155.99 r=0.9987
p=2.532e-06
Bolitoglossa helmrichi 24.40 + 53.74 =-0.01781
p=0.9637
Hylidae Plectrohylamatudail 16.75 + 37.63 r=0.99871
p< 2.2e-16
P.matudai 2 40.56 +112.09 r=-0.10245
p=0.6585
Plectrohyla sagorum 731.22 +2229.0 r=0.04928
p=0.8925
Ptychohyla hypomykter 198.58 + 341.0 r=-0.0909
p=0.864
Craugastoridae Craugastor bocourti 5.81+3.90 Muy pocos datos
Craugastor laticeps 0.1128 Muy pocos datos
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P. matudai 1 corresponde a localidad de Tajumulco, 2 a Granadillas

El modelo lineal generalizado (GLM) se inicié con las 5 variables (modo reproductivo,
microhébitat, localidad, indice de tamafio corporal y altura) sin interaccion entre si, resultando
altamente significativa la relacion de las variables modo reproductivo (GLM, p<0.001) y tamafio
corporal-LHC (GLM, p<0.05), mientras que las variables microhabitat en que fue encontrado el
individuo, altura y localidad no tuvieron efecto en la presencia de Bd (Ver Anexo 1a). Luego se
realiz6 el modelo probando si existia interaccion entre estas dos variables, dando un valor de
AIC mayor indicando un menor ajuste del modelo. Al comparar los dos modelos con un Anova,
nos da una diferencia significativa entre éstos (Anova, p<0.001) pero con una desviacion
negativa con lo que nos indica el menor ajuste del modelo, por lo que se utiliza el primer modelo
sin la interaccién entre las dos variables significativas (Crawley, 2007) (Ver pasos para la
realizacion del modelo en Anexo 1a). Segun los coeficientes el modo reproductivo no asociado
al agua (B) presenta una menor asociacion a la presencia de Bd, y el tamafio corporal presenta
una relacion positiva significativa a la presencia de Bd. En el GLM para determinar el efecto en
el nivel de infeccion (nimero de zoosporas equivalentes) se incluyeron solo las variables de
estudio, Modo reproductivo y LHC (para el anélisis, indice de tamafio corporal), resultando

significativo el efecto del indice de tamafio corporal (GLM, p<0.001, ver Anexo 2).
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El anélisis de razon de probabilidades (“‘odds ratio”) mostr6 para el modo reproductivo A
(desarrollo indirecto y habitos asociados al agua) un incremento en la probabilidad de presentar
Bd en un factor de 0.22 comparado con el modo reproductivo B; y con el aumento de una unidad
de LHC (0.1 en el indice de tamafio corporal) la probabilidad de presencia de Bd aumenta en un
factor de 23.14. Los valores de la razén de probabilidad y de los intervalos de confianza (95%)

se muestran en el Anexo 2a.

Gréfica No. 3: Asociacion entre el nimero de zoosporas equivalentes (Ln) y el tamafio corporal (LHC).
a) B. conanti, b) P.matudai (localidad Tajumulco), ¢) B.helmrichi, d) P.sagorum, €) P.matudai (localidad
Granadillas), f) P.hypomykter (Valores de la correlacion en el cuadro No. 2)
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8. DISCUSION

Los resultados corroboran evidencia previa de que las especies asociadas al agua son mas
propensas a estar infectadas con el hongo Batrachochytrium dendrobatidis —Bd- (Bielby et al.,
2008; Lips et al, 2003; Lips et al, 2006; Kilburn et al. 2011; Smith et al., 2009), esto debido a
que las zoosporas de Bd son acuaticas (Berger et al. 1998; Longcore et al, 1999). Las ranas de la
familia Hylidae incluidos en el estudio (géeneros Plectrohyla y Ptychohyla, que se clasificaron
como modo reproductivo A), poseen habitos asociados al agua ya que se reproducen cerca de
rios, depositan los huevos en el agua y poseen desarrollo indirecto (de los huevos nacen larvas
acuaticas) (Duellman & Campbell, 1992; McCranie y Castafieda, 2007), y efectivamente
presentaron las prevalencias y niveles de infeccion mas altos; mientras que las especies de la
familia Craugastoridae (género Craugastor) y las salamandras (familia Plethodontidae:
Bolitoglossa, clasificadas ambos géneros como modo reproductivo B) estan menos asociadas al
agua, ademas de que depositan los huevos fuera del agua y poseen desarrollo directo (no pasan
por etapa larvaria acuatica) (Kohler, 2011; McCranie y Castafieda, 2007), y presentaron valores
mas bajos (como lo reportado recientemente para Guatemala por Ruano et al. 2012). Se ha
encontrado evidencia de que muchos otros factores influencian la probabilidad y nivel de
infeccion de quitridiomicosis en los anfibios, pero la asociacion al agua es el mas recurrente en
distintos estudios (Berger et al. 1998; Lips, 1998; 1999; Lips et al., 2003; Kilburn et al., 2011;
Ruano et al., 2012) y estas especies son las que han sufrido los mayores declives en sus
poblaciones. Las variables microhabitat en que fue encontrado el individuo, altura en que fue
encontrado y localidad (obtenidas de Ruano et al., 2012) resultaron no significativas para este
estudio en el modelo lineal generalizado realizado (ver Anexo 1). El hecho de que P. matudai
presentara prevalencias muy altas pero un numero de zoosporas mas bajo que las otras especies
de hilidos, puede deberse a que talvez sea una especie portadora (resistente a la infeccion)
(Cheng et al., 2011) y que su piel secrete compuestos 0 posea bacterias que producen
metabolitos que la protegen del hongo, como se ha visto en otras especies (Becker et al., 2009;
Brucker et al., 2008a). ElI género Craugastor como lo esperado fue el que presentd las
prevalencias mas bajas, ya que son especies completamente terrestres. Especies de este género,

en otros paises, y que viven mas asociados a rios han sufrido declives (Crawford et al., 2009).
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Estos valores de prevalencia y nivel de infeccidn son similares a las reportadas por Ruano
et al. (2012) para estas especies. Difieren un poco debido a que en el trabajo de Ruano et al.
incluyeron varias localidades para cada especie por lo que los valores son promedio de todas las
localidades para la especie, en este trabajo se analizaron datos de una sola localidad por especie,
y para las especies para las que se tenia un bajo nimero de individuos en una sola localidad se
incluyen individuos de dos localidades pero que pertenecen a la misma region de muestreo
(dentro de un radio de 30-50 km) y para las que no se encontrd diferencia significativa en la LHC
entre las dos localidades (C.bocourti, C.laticeps, P.hypomykter, P.sagorum).

Los resultados muestran que para las dos especies de salamandras los individuos
positivos para Bd son en promedio de mayor tamafio que los individuos negativos, lo cual difiere
de los resultados en los pocos estudios con Bd que incluyen tamafio corporal en individuos
postmetamorficos (Beard & O’Neill, 2005; Burrowes et al., 2008; Kriger et al., 2006; 2007,
Lamirande & Nichols, 2002; Parris & Cornelius, 2004 utilizé masa corporal al metamorfizar), en
los cuales trabajaron con anuros y encontraron que los individuos infectados presentan una LHC
menor que los no infectados. Kriger et al. (2006, p.46) proponen varias hipotesis para explicar
este hecho: (1) existe un cambio en la capacidad inmunoldgica que disminuye el nivel de
infeccion al aumentar la edad (y por lo tanto la LHC); (2) el hongo influencia negativamente la
tasa de desarrollo en los individuos infectados por lo que permanecen con tamafio pequefio
(hipotesis de “restriccion en el desarrollo”); y (3) los individuos infectados presentan mortalidad
alta por lo que no llegan a alcanzar tamafios corporales grandes; algunos estudios presentan
evidencia que apoyan la hipdtesis 1 (Lamirande & Nichols, 2002) y otros apoyan la hipotesis 2
(Parris & Cornelius, 2004; Burrowes et al., 2008). El Unico estudio encontrado para salamandras
es el realizado por Raffel et al. (2010), con una especie norteamericana de salamandra cuyo
estadio adulto es acudatico. Raffel et al. no reportan si existe diferencia en la LHC entre
individuos infectados o no infectados, pero si encontraron que el numero de zoosporas
equivalentes disminuye en individuos de mayor tamafo. El presente es el primer estudio que
investiga esta relacion en salamandras terrestres (neotropicales) y con los resultados obtenidos
para las dos especies estudiadas, no se apoya ninguna de las hipoOtesis mencionadas

anteriormente.
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En el estudio de Beard y O’Neill (2005) propusieron una cuarta hipotesis: que individuos
mas pequefios ocupan microhabitats diferentes donde el riesgo de infectarse con Bd es mayor (en
este caso compararon subadultos y adultos). Esta hipdtesis si podria explicar en parte los
resultados obtenidos, debido a los hébitos de vida de Bolitoglossa conanti y B.helmrichi, aunque
en este caso serian los individuos de mayor tamafio los que ocuparian microhabitats con mayor
riesgo de presencia de Bd. Aunque no se tiene informacion muy detallada acerca de sus habitos
(Amphibiaweb, 2012), si se sabe que son de desarrollo directo (sin pasar por etapa larvaria, como
todas las especies del género), son de habitos arboricolas, y generalmente ponen sus huevos en
bromelias (Amphibiaweb, 2012; McCranie y Castafieda, 2007, p.90). En base a esto podria
esperarse que los juveniles pasan buena parte del tiempo aislados y al crecer y llegar a la etapa
adulta se mueven més en busca de reproducirse y en ese momento pueden tener contacto con
otros individuos o areas donde se encuentre el hongo, de esta forma se contagiarian con el hongo
hasta alcanzar tamarios corporales mas grandes (que indican mayor edad). Otro factor es que las
densidades de estas salamandras parecen bajas por lo que también pueden tener una tasa de
transmision intraespecifica baja (Cheng et al. 2011), aunque por sus caracteristicas de actividad y
habitos puede deberse a que la probabilidad de detectabilidad para estas especies varia en
comparacion con otras especies. Para las especies de hilidos no se encontrd diferencia
significativa en el tamafio entre individuos positivos y negativos para Bd (ver cuadro No.1), y
esto puede deberse a que los individuos en casi todas sus etapas (postmetamorficos, juveniles,
adultos) posiblemente se mueven en microhabitats muy parecidos. Las especies de Craugastor
también comparten microhabitats en las diferentes etapas, pero en este caso se encontraron muy
pocos individuos positivos por lo que no pudo comprobarse estadisticamente si existe alguna
relacion entre las 2 variables. Sin tomar en cuenta la especie, el analisis de razon de
probabilidades indica que en general el modo reproductivo con desarrollo indirecto y habitos
asociados al agua aumenta en 0.22 la probabilidad de Bd en comparacion con el modo
reproductivo directo; y que el aumento de una unidad en tamafio corporal (en este caso en 0.1 de
aumento en el indice de tamafio corporal utilizado) incrementa la probabilidad en 23.14. Al
proyectar las probabilidades para distintos tamafios corporales (Anexo 3b), individuos con modo
reproductivo indirecto siempre presentan probabilidades mayores de presencia de Bd que el

modo reproductivo directo.
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Por ultimo, para B. conanti también se encontrd una correlacion positiva entre el nimero
de zoosporas equivalentes y el tamafio corporal, pero no asi para B. helmrichi; mientras que en
los anuros solo la poblacion de P. matudai en Tajumulco present6 esta correlacion. Es decir que
en P. matudai aunque no se encontrd relacion entre LHC y presencia del hongo, en individuos
infectados el nivel de infeccion si aumenta con el tamafio del individuo, en esta poblacion. Este
resultado también difiere del encontrado por Kriger et al. (2006 y 2007) en dos especies de ranas,
donde aparte de que los individuos infectados eran mas pequefios que los no infectados, el
ndmero de zoosporas equivalentes disminuyd al aumentar el tamafio corporal, lo mismo que
encontré Raffel et al (2010) para una especie de salamandra, lo cual es congruente con las
hipdtesis planteadas en Kriger et al. (2006, mencionadas anteriormente), pero no para este
estudio. Raffel et al. mencionan que en la especie que estudiaron, los individuos probablemente
adquieren resistencia luego de la exposicion al hongo. Los otros estudios mencionados no
presentan el nimero de zoosporas. Para estas dos especies en las cuales el nivel de infeccion
aumento positivamente con la LHC, puede ser simplemente que el nimero de zoosporas aumente
al incrementarse el area corporal del individuo, ya que el hongo dispondria de mayor superficie
epidérmica queratinizada. Si este es el caso, pueden darse dos opciones: a) debido a que la
especie es solo portadora (resistente a la infeccidn) siga sin afectarle el incremento en el nimero
de zoosporas 0, b) que el aumento en el nimero de zoosporas sea indicio de que la infeccion esta
empeorando y que eventualmente el individuo morird; pudiendo ser diferente el caso entre las
dos especies. La segunda opcion es poco probable para B. conanti y la poblacion de P. matudai
ya que no se encontraron individuos que presentaran sintomas de estar enfermos (Berger et al.,
1998). Para estar seguros deberia monitorearse el desenvolvimiento de individuos infectados en
el campo o en el laboratorio. Las diferencias en la prevalencia asi como en la relacién tamafio
corporal-nivel de infeccidn en las dos poblaciones de P.matudai, que corresponden a distintas
localidades, pueden tener varias razones, primeramente podria pensarse que las variables
ambientales difieren segln la localidad, lo que en otros estudios han encontrado que influencia la
respuesta hacia Bd (Burrowes et al., 2008). Todas las localidades en el presente estudio
corresponden a Bosque Nuboso por lo que comparten parametros ambientales similares, Ruano
et al (2012) no encontraron relacion de variables microclimaticas con la presencia del hongo
(incluyendo las dos localidades de este estudio para P.matudai), pero otros estudios han

mostrado relacion con variables climéticas a escalas espaciales y temporales mayores (Kriger et



33

al., 2007), seria interesante realizar un estudio mas exhaustivo con mas datos a una escala mayor.
Otro factor puede ser la secrecion de péptidos antimicrobianos por medio de la piel (Woodham et
al. 2007) o la presencia en la piel de bacterias que segregan también metabolitos, que se ha visto
tienen actividad anti-Bd (Harris et al., 2009; Becker et al., 2009; Brucker et al., 2008b) y que la
cantidad y composicion tanto de las secreciones como de la microbiota cambia entre individuos y
poblaciones. Aunque el GLM (Anexo 1) mostro el efecto significativo del modo reproductivo en
la presencia de Bd (mayor prevalencia de Bd con el modo reproductivo A: desarrollo directo y
hébitos asociados al agua), el GLM realizado para el nivel de infeccion (nimero de zoosporas)
mostré que esta variable no es significativa (Anexo 2), mientras que la LHC sigue siendo
significativa. Puede inferirse que el modo reproductivo (y habitos) influye en que una especie
presente 0 no el hongo y en su prevalencia, pero no para el nivel de infeccion, donde el tamafio
corporal (LHC) mostr6 ser un mejor predictor. Otros estudios también han mostrado que el
tamafo corporal explica mejor la relacién con Bd que otras variables (Kriger et al., 2007; Raffel
et al., 2010), pero habria que realizar el analisis con mas variables para determinar esto para las

especies de estudio.

Los resultados obtenidos no implican que las salamandras de menor tamafio en estas
especies no sean vulnerables al hongo, sino que por sus habitos tienen menor probabilidad de
infectarse, pero si tienen contacto con el hongo probablemente se infecten y podrian ser mas
vulnerables a la infeccion que los individuos de mayor tamafio o puede ser que no haya
diferencia, pero esto va mas alla de lo estudiado en el presente estudio. Aunque estas especies de
salamandras talvez tengan menor contacto con el hongo, se ha visto que P.matudai utiliza
bromelias en ocasiones como refugios diurnos y si ésta es portadora (Cheng et al, 2011), podria
aumentar las probabilidades de infeccion para estas salamandras con lo que individuos mas
pequefios (0 jovenes) podrian infectarse. Los efectos de la quitridiomicosis no han sido
estudiados tan ampliamente en salamandras, la informacion que se tiene apunta a que son mas
resistentes que la mayoria de ranas a la infeccion (Davidson et al., 2003), y precisamente esta es
una de las razones por las cuales no existen tantos estudios para salamandras ya que este grupo
no ha presentado declives tan dramaticos en sus poblaciones, aunque si se tienen algunos
reportes para Espafia (Bosch & Martinez-Solano, 2006), Mexico y Centroamérica (Parra-Olea et

al., 1999, Rovito et al., 2009; Cheng et al,. 2011) pero el nimero y escala es mucho menor en



34

comparacion con los anuros; por lo tanto no existe mucha evidencia que apoye la probabilidad de
una alta mortalidad en salamandras. Ademas, las salamandras para las que se reportan declives
en el pais son especialistas y de microhabitat terrestres (Rovito et al., 2009; Cheng et al,. 2011) y
no de microhabitat arb6reo como las del presente estudio, y tampoco se encontraron individuos
de ninguna de las especies estudiadas con una cantidad de zoosporas equivalentes cercano a las
10,000 que se ha encontrado hasta el momento como el limite a partir del cual la infeccion es

letal en condiciones de laboratorio (Vredenburg et al., 2010; Cheng et al., 2011).

También hay que tomar en cuenta que en algunos de los estudios mencionados trabajaron
solo con juveniles (Kriger et al., 2006) o adultos (Burrowes et al., 2008) minimizando las
posibles diferencias en sus habitos, en este caso no existe informacion disponible de la LHC para
los distintos grupos de edad en las especies estudiadas y por ello no se hace la diferenciacion
entre edades sino solo tamafio corporal. La relacion entre nivel de infeccion y tamafio corporal
(relacionado con la edad) nos da una idea de la dindmica en la patologia de un parasito a nivel
poblacional y la inmunidad adquirida (si existe) por el huésped hacia ese parasito (Raffel et al.,
2009). Ademas, si de hecho existe una relacion se supondria que un grupo de edad dentro de una
poblacion podria ser mas susceptible. Dependiendo de la estructura y dindmica poblacional en
una poblacién especifica la disminucion drastica (y en ciertos casos no tan drastica) de un grupo
de edad especifico puede afectar seriamente el mantenimiento del nimero de individuos al

disminuir la tasa de crecimiento en dicha poblacion (Vonesh & De la Cruz, 2002).

En un momento en que se estan llevando a cabo muchos esfuerzos a nivel mundial para
entender los procesos de la infeccion que ha sido propuesta como la causa de la disminucion
dréastica de muchas poblaciones de anfibios en varios paises (Kriger, 2009; La Marca et al., 2005;
Lips et al., 2006) y que esta involucrada incluso en casos de extinciones de especies (Retallick et
al., 2004; Schloegel et al., 2005), estos resultados aportan mas evidencia al hecho de que aunque
la quitridiomicosis es una amenaza actual muy grave para los anfibios, las consecuencias de ésta
difieren mucho segun la especie, habitat, altitud, algunas variables climaticas e incluso la etapa
en la que se encuentren los individuos (Burrowes et al., 2008; Grundler et al., 2012; Kriger &
Hero, 2007; Kilpatrick et al., 2009). En el presente estudio dos poblaciones de una misma

especie (P.matudai) pero de distintas localidades presentaron diferentes prevalencias y niveles de
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infeccion. Otra especie del mismo género y con habitos muy parecidos, P.sagorum, presentd una
prevalencia menor, pero niveles de infeccion mucho mayores, si se encuentra que P.matudai
secreta compuestos que la ayudan a combatir al hongo es muy probable que P.sagorum también
los tenga. El hongo ya se encuentra ampliamente distribuido en bosques nubosos del pais,
encontrandose hasta el momento en 31 especies de anfibios y aunque en el pais pareciera que las
poblaciones se encuentran en cierta estabilidad con el hongo (Ruano et al., 2012) (luego de
declives iniciales en algunas especies en los afios 1980 posiblemente causado por el hongo)
(Cheng et al., 2011),varios estudios evidencian que al disminuir la capacidad inmunoldgica de
los individuos debido a factores ambientales y antropogénicos que causan estrés en los anfibios
(Pounds et al., 2006) es cuando probablemente las consecuencias de la infeccién son
catastroficas. Estos resultados apoyan informacion previa de que en algunas especies los
distintos grupos de edad responden de distinta manera a la infeccion, lo cual dependiendo de la
estructura y dindmica poblacional, puede tener consecuencias graves en el mantenimiento de una
poblacién. Estos resultados ponen en evidencia cada vez mas que es necesario tener informacion
a nivel poblacional de los anfibios en el pais, ya que no existe informacién base de abundancias y
tamafos poblacionales para realizar monitoreos de dichas poblaciones y mucho menos de

estructura y dinamica poblacional.
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9. CONCLUSIONES

9.1 El andlisis de todas las especies en conjunto mostro que las variables modo
reproductivo y tamario corporal tuvieron un efecto significativo en la presencia de
Bd, mientras que solo el tamafo corporal fue significativo para el nivel de
infeccion (nimero de zoosporas equivalentes).

9.2 Los individuos infectados con Bd presentaron un tamafio corporal promedio
(longitud hocico-cloaca) significativamente mayor que los individuos no
infectados, en las salamandras Bolitoglossa conanti (p=0.0057) y B. helmrichi
(p=0.0236). No se encontr¢ diferencia significativa en las especies de anuros.

9.3 El nivel de infeccion (nimero de zoosporas equivalentes) esta correlacionado
positivamente con el tamafio corporal en las especies Bolitoglossaconanti y una
de las poblaciones de Plectrohyla matudai (localidad de Tajumulco, San Marcos).
Para las demas especies no se encontro correlacion entre estas dos variables.

9.4 El Orden Anura presentd mayor prevalencia y niveles de infeccion que el Orden
Caudata para las especies estudiadas, debido a las diferencias en los habitos de
vida y modo reproductivo.

9.5 Dentro del Orden Anura las especies con modo reproductivo y habitos asociados
al agua (género Plectrohyla y Ptychohyla) presentaron prevalencias y niveles de
infeccion més altos que las especies con modo reproductivo y habitos no
asociados al agua (género Craugastor)

9.6 Los individuos de las especies de salamandras B. conanti y B. helmrichi
probablemente se infecten hasta alcanzar un tamafio corporal mas grande debido a
sus habitos de vida.

9.7 Los individuos de menor tamafio no presentaron mayores prevalencias ni niveles
de infeccién mayores en ninguna de las especies estudiadas; y en el caso de las
salamandras se encontro lo contrario. Por otra parte los resultados muestran que

las especies con habitos asociados al agua fueron mas propensas a la infeccion.
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10. RECOMENDACIONES

10.1
10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

Realizar estudios de estructura y dindmica poblacional de anfibios en el pais.
Monitorear las poblaciones de las especies que portan el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis para determinar si ocurren cambios
dréasticos en dichas poblaciones, y para identificar patrones de cambios en la
prevalencia y niveles de infeccion durante el afio.

Estudiar la historia natural de las salamandras B. conanti y B. helmrichi, asi
como de otras salamandras con habitos diferentes, para comprobar la
hipdtesis de que debido a sus habitos es que tienen contacto con el hongo
hasta alcanzar tamafios corporales grandes. Ademé&s de proporcionar
informacion bésica acerca de estas especies, se estaria generando informacion
que ayude a entender los procesos de infeccion con Bden anfibios con
distintos habitos.

Estudiar estos parametros en especies de salamandras que presentaron
declives en la década de 1980, probablemente debido a quitridiomicosis
(Rovito et al., 2009) para comparar con los resultados de este estudio, y
determinar diferencias en la dindmica de infeccion por Bd.

Seguir las recomendaciones y limpieza de equipo para evitar el traslado del
hongo a otras areas donde todavia no ha llegado, al trabajar en el campo
(Ruano et al., 2012).

Realizar estudios de metabolitos segregados en la piel de anfibios con
resistencia al quitrido

Estudiar la dindmica de la infeccidn en distintos habitats y usos de la tierra.
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Anexo 1: Efecto de las variables en la presencia de Bd

1.1 Modelo Lineal Generalizado (GLM) para analizar el efecto de las variables Modo reproductivo,
microhabitat, localidad, LHC (indice de tamafio corporal) y altura (cm sobre el suelo) en la variable de
respuesta Presencia de Bd,

MODELO 1

glm(formula = Bd ~ Modo + Microl + Locl + LHC1 + altura, family =
binomial (logit),
data = Datos)

Deviance Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-1.70642 -0.8263 -0.5305 1.0045 2.1205

Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z])

(Intercept) -2.24918 1.23908 -1.815 0.069492 .

Modo [B] -1.52401 0.42039 -3.625 0.000289 ***

Microl -0.02425 0.16096 -0.151 0.880243

Locl 0.07654 0.07756 0.987 0.323732

LHC1 3.14166 1.55028 2.027 0.042712 *

altura -0.13322 0.33139 -0.402 0.687682

Signif. codes: 0 '***' (0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' "1

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 207.88 on 155 degrees of freedom
Residual deviance: 172.96 on 150 degrees of freedom
(28 observations deleted due to missingness)
AIC: 184.96

Number of Fisher Scoring iterations: 4

MODELO 2

glm(formula = Bd ~ Modo:LHC + Micl + Locl + altura
family = binomial (logit), data = Datos)

Deviance Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-1.5674 -0.8939 -0.6675 1.0814 2.0348



Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z])
(Intercept) -0.20355 0.45999 -0.443 0.658
Microhdbitatl 0.09518 0.14914 0.638 0.523
Locl 0.09090 0.07216 1.260 0.208
altura..m.suelo. 0.04571 0.30902 0.148 0.882
Modo : LHC -0.04468 0.01054 -4.240 2.24e-05 ***
Signif. codes: 0 '***' (Q.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 207.88 on 155 degrees of freedom
Residual deviance: 186.95 on 151 degrees of freedom
(28 observations deleted due to missingness)
AIC: 196.95

Number of Fisher Scoring iterations: 4

COMPARACION DE LOS DOS MODELOS

> anova (GLM.2, GLM.3, test="Chisg")
Analysis of Deviance Table

Model 1: Bd ~ Modo + Micl + Locl + LHC1 + altura

Model 2: Bd ~ Modo:LHC + Micl + Locl + altura
Resid. Df Resid. Dev Df Deviance Pr (>Chi)

1 150 172.97

2 151 186.95 -1 -13.981 0.0001846 ***

Signif. codes: 0 '"***' (0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1

1

1
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1.2 b) Grafica de distribucion individuos positivos para Bd (1) y negativos (0) en relacién al tamafio
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1.3 Diagramas del efecto de las variables explicativas incluidas en el GLM sobre la presencia de Bd.
(Modo=modo reproductivo, Microl=microhabitat, Locl=localidad, LHC1=indice de tamafio corporal).
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Anexo 2: Modelo Lineal Generalizado (GLM) para analizar el efecto de las variables Modo
reproductivo, LHC (indice de tamafio corporal) y en la variable de respuesta nivel de infeccion (nUmero
de zoosporas equivalentes

Call:
glm.nb (formula = ZEq ~ Modo + Locl + LHC - Locl, data = Datos,
init.theta = 0.08617115766, link = log)

Deviance Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-1.210 -1.032 -0.804 -0.4068 2.326

Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z])

(Intercept) -6.96196 1.47777 -4.711 2.46e-06 ***
Modo[T.Ind] 0.57337 0.58762 0.976 0.329

LHC 0.12203 0.02029 6.016 1.79e-09 *x*x*

Signif. codes: 0 '***' (0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' "1

(Dispersion parameter for Negative Binomial (0.0862) family taken to be 1)
Null deviance: 181.97 on 183 degrees of freedom
Residual deviance: 139.22 on 181 degrees of freedom
AIC: 800.04
Number of Fisher Scoring iterations: 1
Theta: 0.0862

Std. Err.: 0.01l1le

2 x log-likelihood: -792.0360
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Anexo 3: a) Analisis de razon de probabilidades (“Odds ratio”) para las variables Modo
reproductivo y LHC (indice de tamafio corporal) en la presencia de Bd. b) Probabilidades
proyectadas para distintos tamarios corporales (indice de tamafio corporal) y modo reproductivo.

a)
Variable Razon de probabilidad Intervalo de confianza
Modo Reproductivo (A) 0.2178375 0.095563854 - 0.4965599
LHC 23.1423639 1.108679588 - 483.0692419
b)

Indice de tamafio Modo Reproductivo A  (desarrollo | Modo Reproductivo B (desarrollo directo,
corporal (0-1) indirecto, habitos mas asociados al agua) | habitos menos asociados al agua)

0.2 0.1937296 0.06631283

04 0.2897443 0.1076063

06 0.4091944 0.1699334

0.8 0.5404198 0.2579273

1.0 0.6662699 0.3711141
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Anexo 4: Fotografias de algunas de las localidades de colecta y especies estudiadas.

o ?3;. Bosque nuboso en aldea La Trinidad,
%

Tajumulco, San Marcos.

Fotos: L. Garcia

Bosque nuboso en el Refugio del
Quetzal, San Rafael Pie de la Cuesta,
San Marcos.

Fotos: L. Garcia
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Bosque en Chilasco, Salama, Baja Verapaz (parte de la Reserva de Biosfera Sierra de las Minas).
Fotos: A. Zamora
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Plectrohyla matudai (Foto: L. Garcia). Bolitoglossa helmrichi

Ptychohyla hypomykter (Foto: J. Conde) Bolitoglossa conanti (Foto: J. Conde)

Juvenil de Craugastor laticeps Craugastor bocourti (Foto: A. Zamora)
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