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Resumen

Batrachochytrium dendrobatidis es el hongo causante de la quitridiomicosis, una
nfermedad infecciosa emergente que estd acabando con las poblaciones de anfibios a
ivel mundial. En Guatemala, Joseph Mendelson y colaboradores realizaron el primer
eporte indirecto de B. dendrobatidis (Bd) en bosques nubosos de Purulhé Baja Verapaz,
n el 2004. Més recientemente, Sean Rovito determiné la presencia del patogeno en
Juatemala por medio de métodos moleculares. En el 2010, el proyecto FODEYT 70-
1009 realizo un estudio mas extenso en tres departamentos, sin embargo ningan analisis

nolecular ha sido realizado dentro del pais.

Se realizaron muestreos de anfibios en siete departamentos (Baja Verapaz,
Chiquimula, Huehuetenango, Izabal, San Marcos, Suchitepéquez y Zacapa) desde agosto
el 2010 a abril del 2011. El trabajo molecular se llevé a cabo en los laboratorios del
departamento de Biologfa de la Universidad del Valle de Guatemala. Los analisis de
deteccion se realizaron utilizando la técnica de de PCR convencional, con los primers
Bdla y Bd2a. Se determiné que 16.67% de los individuos muestreados estaban
infectados, siendo los género Ptychohyla, Craugastory Plectrohyla los mas afectados. Se
llevé a cabo un modelo de la distribucién potencial del hongo utilizando Maxent y
variables climaticas de la base de datos WorldClim. Para realizar los mapas de modelos
de distribucion potencial se utilizo el programa DIVA GIS 7.3. Se determin6 que las
tierras altas del pais (Sierras de Los Cuchumatanes, Sierra Madre Sur, Cadena Volcénica,
Sierra de las Minas) son las més propensas al hongo debido a sus condiciones climaticas,

mientras que las tierras bajas son las que tienen la probabilidad més baja de presencia del

patogeno.



I. INTRODUCCION

El declive de las poblaciones de anfibios es un problema de alcance global. Varias
poblaciones alrededor del mundo han desaparecido debido a contaminacion de habitat,
destruccion de bosques y calentamiento global. A estas amenazas se suma la
enfermedad infecciosa emergente, quitridiomicosis. Esta es causada por un hongo
patdgeno, Batrachochytrium dendrobatidis, el cual crece en las partes queratinizadas
de la piel de los anfibios. Se creia que el hongo los mataba a los individuos cubriendo la
piel hasta asfixiarlos. Estudios recientes demuestran que al estar infectados, se da un
desequilibrio en el nivel de electrolitos de sodio y cloro, lo que los lleva a un paro
cardiaco (Voyles et al. 2009).

Los anfibios son un grupo muy importante para los ecosistemas, ya que forman
parte esencial de cadenas tréficas y son depredadores de muchos insectos que son
vectores de enfermedades humanas. La importancia de los anfibios no radica
solamente en el nicho ecolégico que cumplen, también son indicadores de
contaminacion y muchas sustancias médicas se han derivado a partir de sustancias

secretadas por anfibios.

En el 2004, Joseph Mendelson Il y colaboradores hicieron el primer reporte
indirecto (renacuajos con partes bucales deformes) de B. dendrobatidis en bosques
nubosos de Baja Verapaz. El Dr. Sean Rovito de la Universidad de Berkeley en
California, ha realizado detecciones moleculares del patégeno en muestras de
Guatemala. En el 2011 se ha detectado y diagnosticado en Guatemala por medio de la
técnica PCR en tiempo real en tres departamentos: Zacapa, Baja Verapaz y San
Marcos. Siendo los géneros Ptychohyla, y Plectrohyla los mas afectados (Com pers. G
Ruano 2011). Sin embargo ningun anélisis molecular ha sido llevado a cabo dentro del
pais. Este estudio pretende dar informacién acerca del estado de las poblaciones de
anfibios en diversas localidades de Guatemala, habiendo muestreado en Baja Verapaz,
Chiquimula, Huehuetenango, Izabal San Marcos, Suchitepéquez y Zacapa.



A. ANTECEDENTES

1. Anfibios y su importancia. Los anfibios son componentes importantes
dentro de los ecosistemas ya que pueden ser indicadores de cambios ambientales
leves. Ciertas caracteristicas de los anfibios como piel permeable (usado como un
érgano respiratorio importante) los hace mas sensibles a la contaminacién del agua
superficial y del manto freatico, a cambios drasticos del clima, asi como el aumento de
la presencia de quimicos en el ambiente y la radiacién ultravioleta. Son los Unicos
tetrapodos que poseen un ciclo de vida bifasico y por ello son més sensibles a cualquier
cambio ambiental, incluyendo terrestre o acuatico. Por ello son organismos indicadores

de la calidad de los ecosistemas (Lee, 2000).

Son el grupo animal mas amenazado en la Tierra. Casi un tercio de las 6,485
especies de anfibios en el mundo se encuentran en peligro y por lo menos 150 especies
han desaparecido en las Ultimas décadas. Las ranas adultas se alimentan de grandes
cantidades de insectos, incluyendo vectores de enfermedades que pueden transmitir
enfermedades fatales a los humanos (mosquitos de la malaria por ejemplo). Los
anfibios también sirven como una importante fuente de alimento para una diversidad de
depredadores, incluyendo peces, serpientes, aves y hasta monos. Por lo que su
desaparicion interrumpe las cadenas alimenticias y resulta en impactos negativos en los

ecosistemas (Kriger 2009).

Muchas especies de ranas y salamandras requieren un habitat apropiado tanto
en ambientes acuaticos como terrestres y tienen una piel permeable que puede
absorber faciimente quimicos téxicos. La salud de las ranas es indicio de la salud de la
biésfera como un todo (Kriger 2009). Los anuros son un grupo de especial importancia
en los bosques nubosos dada su gran diversidad, y sobre todo su estrecha dependencia
del humedo y umbrio sotobosque de los Bosques Nubosos (Luna et al.2001 en
Hamilton 2001) permitiendo mayor actividad nocturna de los mismos (Joglar 1998 en
Hamilton 2001). En los Bosques Nubosos de Sierra de las Minas se encontraron 35
especies de anfibios, 26 corresponden a anuros (Campbell en Pounds 2000 en
Hamilton 2001).



Los anfibios han sobrevivido por 250 millones de afios, habiendo sobrevivido
incontables eras de hielo, impactos de asteroides y otras perturbaciones ambientales.
Ahora un tercio de las especies de anfibios se encuentran en peligro de extincion. Esto
deberia servir como llamado de alerta de que estamos dafiando drasticamente al
ambiente (Kriger 2009).

Las ranas también han sido utilizadas en medicina. Estos animales producen una
variedad de secreciones, muchas de las cuales tienen un potencial significativo para
mejorar la salud humana por su uso como farmaceuticos. Aproximadamente 10% de los
premios nobel en Fisiologia y Medicina han resultado de investigaciones utilizando
ranas. Cuando una especie de ranas desaparece, también lo hace la posibilidad de
mejorar la medicina humana. Existen seis factores principales que afectan
negativamente a los anfibios, y todos son consecuencias de la actividad humana:
destruccion de habitat, enfermedades infecciosas (quitridiomicosis), contaminacion vy
pesticidas, cambio climatico, especies invasoras y sobreexplotacién para alimento y

mascotas (Kriger 2009).

2. Quitridiomicosis, enfermedad infecciosa emergente. Una de las mas
grandes amenazas para las poblaciones de anfibios es la quitridiomicosis, la cual es
una enfermedad infecciosa emergente en vida silvestre (Daszak ef al. 2000 y Daszak et
al. 1999 en Mazzoni 2003) causada por el hongo zoospoérico, Batrachochytrium
dendrobatidis (Daszak et al. 1999; Speare 1991 en Weldon et al. 2004). En vida
silvestre, esta enfermedad puede ser capaz de causar pérdidas poblacionales
catastréficas, a veces extinguiendo por completo poblaciones locales (Daszak et al 1999
en Mazzoni 2003). El factor mas importante que conduce a estas enfermedades en vida
silvestre es la introduccion antropogénica de patégenos a nuevas areas geograficas
(contaminacion por patégeno) (Cunningham ef al. 2003; Daszak et al. 2000; y Daszak et
al. 2001 en Mazzoni et al. 2003).

Esta enfermedad fue descrita en 1998, y ahora ha sido detectada en por lo
menos 385 especies de anfibios en 36 paises. Fue propuesta como la causa de la
muerte de poblaciones de ranas en los bosques nubosos de Australia y Panama y fue



asociada con el declive de las poblaciones de ranas en América del Sur, Norte América,
América Central, Nueva Zelanda, Europa y Africa (Kriger 2009 y Berger et al. 1998; Lips
1999; Bonaccorso et al. 2003; Bosh et al. 2000 en Weldon et al. 2004). Ademas es
responsable de mas de 100 extinciones de especies desde la década de los setenta
(Kriger 2009).

En Mesoamérica, evidencia directa de declinacién de anfibios por
quitridiomicosis ha sido documentada en Panama (Berger et al. 1998 en Mendelson et
al. 2004), Costa Rica (Lips et al. 2003 en Mendelson et al. 2004) y México (Lips et al.
2004 en Mendelson et al. 2004). Evidencia indirecta de la enfermedad como partes de
la boca de renacuajos perdidas o deformadas (Feliers et al. 2001 en Mendelson et al.
2004) ha sido reportada para Guatemala (Mendelson et al. 2004) y Honduras (McCranie
y Wilson 2002 en Mendelson et al. 2004). Mendelson Ill y su equipo encontraron
renacuajos muertos en un sitio de Sierra de las Minas, ademas reportaron
observaciones a largo plazo de la declinacion de ranas en un bosque humedo de
montafia en Purulha, Baja Verapaz. En el 2010 y 2011 la quitridiomicosis ha sido
detectada y diagnosticada por medio de la técnica PCR en tiempo real en tres
departamentos: Zacapa, Baja Verapaz y San Marcos. Los géneros Ptychohyla y
Plectrohyla los mas afectados (Com pers G. Ruano 2011). Cheng et al. (2011)
reportaron datos positivos en anfibios preservados que datan de 1994, no se cuentan
con colectas anteriores debido al conflicto armado. Sin embargo, se cree que el hongo
se encuentra en Guatemala desde la década de los ochenta, ya que se ha reportado en

México desde los setentas y en Costa Rica a finales de los ochenta.

Se hipotetiza que el origen de la quitridiomicosis se dio en Sudafrica, siendo
portadores Xenopus laevis, Afrana fuscigula y Strongylopus grayii (Weldon 2002;
Hopkins y Channing 2003; Lane y Weldon 2003 en Weldon 2004). Su dispersion global
desde este continente se dio por la especie de la rana de ufias, Xenopus laevis. Luego
de que en 1934 se desarrollara una prueba para embarazos humanos basados en ésta
especie (Hey 1986 en Weldon 2004), enormes cantidades fueron capturados en el Sur
de Africa y exportados alrededor del mundo. La prueba se basa en el principio de que la
ovulacién de X. laevis se inducia por la orina de las mujeres embarazadas, debido a los



altos niveles de la hormona gonadotropina (Hogben et al. 1931; Shapiro y Zwarenstein
1934 en Weldon 2004). Desde entonces el comercio global de esta especie fue masivo.
Después de la introduccién de pruebas de embarazo no bioldgicas, X. /aevis se convirtid
en un modelo importante para el estudio cientifico de inmunologia, embriologia y
biologia molecular (Weldon 2004). X. /aevis ha sido utilizada para investigar
mecanismos de amplexo, debido a que es facil mantenerla en cautiverio (Shapiro 1936 .
en Weldon 2004).

La repentina aparicién de la quitridiomicosis se debe a que B. dendrobatidis fue
introducido recientemente en nuevas regiones infectando a nuevos hospederos (Daszak
et al. 1999 en Weldon et al. 2004). La dispersion de B. dendrobatidis entre paises se
debe al transporte global de anfibios (Mazzoni et al. 2003; y Daszak et al. 1999; Speare
1991; Berger et al. 1999; Mutschmann, et al. 2000; en Weldon 2004). En el pais al que
llegaban las ranas, se escapaban y entraban en contacto con las poblaciones nativas
dispersando la enfermedad (Weldon 2004). Otra forma de contagio se dio cuando agua
en la que habitaban las ranas infectadas entraba en contacto con especies locales
(Johnson y Speare 2003 en Weldon 2004).

A pesar de que X Jlaevis es la principal causante de la dispersién de B.
dendrobatidis fuera de Africa, otras especies han distribuido el hongo entre y dentro de
los paises fuera del continente africano. La rana toro Lithobates catesbeianus ha sido
propuesta como un importante vector, sobretodo por el comercio internacional como
alimento, pero también entre paises cuando individuos de las poblaciones comerciales
han escapado y se han convertido en especies exoticas invasoras (Mazooni 2003 en
Weldon 2004). La evidencia mas antigua de ocurrencia de quitridiomicosis en L.
catesbianus es en 1978 en Carolina del Sur (Tinsley y McCoid 1996 en Weldon 2004),
cuarenta afios después de la primera evidencia encontrada en el Sur de Africa, pero los
detalles en cuanto a qué tan intensa fue la blusqueda no estan disponibles (Weldon
2004). La transmision global de quitridiomicosis involucra una serie de pasos segun
Weldon (2004):

e La ocurrencia de B. dendrobatidis en un anfibio vector en el Sur de Africa, que

es relativamente tolerante a la enfermedad (X. /aevis).



o Aumento repentino de la tasa de exportacién en 1935 de este vector debido a
los avances tecnolégicos (prueba de embarazo de Xenopus).

o Establecimiento del patégeno por medio de Xenopus exportadas a nuevos sitios
en otros paises (posiblemente llegé a algunos paises por el establecimiento de
poblaciones ferales de X. laevis).

e Latransmisién a otros anfibios vectores (alimento y comercio de mascotas), y

e La sucesiva transmisién a otros paises por diferentes rutas de comercio de estos
vectores clave que se mueven en grandes numeros, se establecen en
poblaciones comerciales e interactlian cercanamente con ranas silvestres, lo
cual lleva a poblaciones ferales (R. catesbeiana como alimento). La dispersién
por poblaciones de anfibios nativos ocurrié en algun punto después de que B.

dendrobatidis llegara a un sitio nuevo.

A pesar de todas las hipdtesis del origen africano, estudios recientes realizados en
Japon (Goka et al. 2009) podrian indicar que el origen del patogeno es asiatico. En
Japén se identificaron 26 haplotipos de la regién ITS1-5.85-ITS2 de B dendrobatidis,
ademas especies de anfibios como (Andrias japonicus) que presentan tolerancia al
patégeno e incluso estan infectadas con cepas Unicas para la especie. Goka et al. 2009
encontraron especimenes de 1902 de A. japonicus fijados en formalina infectados con
B. dendrobtidis. En general la prevalencia de quitridiomicosis es baja asi como los
niveles de zoosporas en individuos infectados. Se cree que el hongo puede llegar a ser
endémico y comparte una historia evolutiva con especies nativas (Goka et al. 2009;
Fisher 2009; Swei 2011).

3. Patologia. La patologia de la quitridiomicosis ha sido dificil de determinar porque
las infecciones cutaneas por hongos son raramente fatales sin la ayuda de otros
factores (Schaechter et al. 1998 en Voyles et al. 2009). Ademas, B. dendrobatidis se
encuentra en un filo de hongos que no se conocia como patégeno de vertebrados
(Longcore et al. 1999 en Voyles et al. 2009). Este hongo se encuentra confinado a las
capas superficiales de la epidermis (Castro y Bolker 2005 y Berger 2005 en Voyles et al.
2009) con reaccién minima por parte del hospedero y sin cambios patolégicos
consistentes detectables bajo el microscopio de luz en érganos internos de anfibios



infectados (Berger et al 1998; Voyles et al. 2009). El anélisis de la expresion diferencial
de los genes de peptidasa sugieren que la patogenicidad puede tener bases genéticas
(Rosenblum et al. 2008 en Voyles et al. 2009), sin embargo el determinar la causa de
muerte ha sido dificil debido a que multiples sistemas fisiolégicos fallan antes de la
muerte (Voyles et al. 2009).

En los anfibios adultos B. dendrobatidis coloniza solamente las células
queratinizadas de la piel (Figura 1) y usualmente se puede encontrar en parches
aislados en la parte ventral del animal, infectando mayormente la parte cercana a la
ingle y la membrana interdigital de las extremidades posteriores (Longcore et al. 1999;
Pessier ef al. 1999 en Annis et al. 2004). Los animales infectados pueden tener
infeccion en las superficies tanto ventral como dorsal (Parker et al. 2002 en Annis et al.
2004).

Figura 1
Zoosporangio de B. dendrobatidis en piel de Leptodactylus.

(Fotografia proporcionada por Dr. Allan Pessier del Zoolégico del Laboratorio de
enfermedades de anfibios del Zoolégico de San Diego).

Se han encontrado esporangios en el estrato corneo y estrato granuloso de la
epidermis, principalmente de los dedos y parte ventral del cuerpo, especialmente el
parche pélvico hipervascularizado. Los cambios epidérmicos asociados a estos
patdgenos consisten en pérdida celular irregular, erosiones y segmentos de
engrosamiento del stratum comeum (hiperqueratosis). Se encontraron cambios
epidérmicos més profundos, que consistian en hiperplasia moderada del estrato
intermedio (acantosis), sin embargo, no se encontraron infiltrados celulares tipicos en



inflamaciones. También se han encontrado esporangios en las partes queratinizadas de

la boca de renacuajos (Berger et al. 1998).

Algunos signos clinicos tipicos de la infeccion en los adultos son la muda
excesiva de la piel y la hiperemia (enrojecimiento) de la piel pélida. Los dedos
normalmente son los primeros afectados. En renacuajos, la queratina del area bucal
puede presentar deformaciones. No obstante, en varios brotes epidémicos, la muerte
stbita ha sido la tnica manifestacion clinica observada. Es muy probable que toda la
sintomatologia esté relacionada con alteraciones en la regulacion osmotica de la piel,
aunque la invasién de otros agentes secundarios también pudiera ocurrir en algunos
casos (Angulo et al. 20086). La hiperplasia epidérmica puede causar serios problemas de
respiracion cutanea y osmorregulacién debido a que este tipo de hongos infectan el
parche pélvico, el cual es un sitio de absorcion de agua en algunos anuros (Parson
1994 en Berger et al. 1998).

La piel de los anfibios es Unica entre los vertebrados terrestres porque esta
activamente involucrada en el intercambio de gases, agua y electrolitos (Heatwole et al.
1994; Boutilier et al. 1992; Deyrup y Moore 1964 en Voyles et al. 2009; Wright y
Whitaker 2001). Debido a su papel en mantener el balance osm¢tico, otros estudios han
sugerido que B. dendrobatidis puede interrumpir la osmorregulacion cutanea (Berger et
al. 1998: Voyles et al. 2007 en Voyles et al. 2009). Para mantener el balance osmotico,
los anfibios deben mantener un ambiente interno hiperosmético, comparado con el
ambiente externo. Esto se logra gracias a una regulacion en la absorcion de electrolitos
por la epidermis, que involucra a los canales de sodio y la bomba de Na'/K" (Heatwole,
1994: Boutilier et al. 1992; Deyrup 1964 en Voyles et al. 2009; Wright y Whitaker 2001).

La infeccién por B. dendrobatidis predominantemente inhibe la absorcion de
sodio. Se ha encontrado que la respuesta a carbacol, que activa la secrecion de cloro
en la piel (Alvarado et al. 1995 en Voyles et al. 2009), y la respuesta a noradrenalina,
que estimula la absorcion de sodio y secrecion de cloro (Castillo et al. 1997 en Voyles et
al, 2009), indica una reduccién en la actividad del canal de sodio y cloro en la piel de

ranas enfermas. Los mecanismos bioquimicos de la interrupcién de los canales son



desconocidos, pero se cree que se puede deber a la secrecién de una toxina del hongo
o dafio directo a las células infectadas del hospedero. Estos resultados demuestran que
B. dendrobatidis compromete el transporte de electrolitos, y por lo tanto, la funcion

osmorreguladora de la piel (Voyles et al. 2009).

Se ha encontrado que se dan cambios mayores en las concentraciones de
electrolitos en el plasma sanguineo. Las concentraciones de sodio y potasio en el
plasma son significativamente menores en las ranas enfermas. Ademas, se ha
comprobado que existe una correlacion negativa entre la intensidad de la infeccion y el
cambio en las concentraciones de estos dos electrolitos en el plasma. Varias horas
antes de la muerte, la actividad cardiaca de individuos severamente enfermos muestra
patrones asociados a paro cardiaco o ritmo cardiaco asistélico en otros organismos
incluyendo humanos (Paradis et al. 1996 en Voyles et al. 2009). El ritmo cardiaco
asistélico ocurre cuando anormalidades eléctricas causan que haya fallas en la
contraccion de corazon, flujo sanguineo reducido, colapso circulatorio y por ende la
muerte (Paradis et al. 1996 en Voyles et al. 2009). Se cree que en los anfibios la causa
del ritmo cardiaco asistolico se debe a cambios en los electrolitos y/o acidosis (Voyles et
al. 2009).

La enfermedad ha sido tratada con éxito en dendrobatidos bafiando a las ranas
moribundas por cinco minutos cada dia, durante 11 dias, con una suspension de
itraconazol al 0.01% en solucion salina al 0.6%. Como la infeccion es superficial
también se ha recomendado aplicar una pomada cutanea de itraconazol. Se han
reportado otros hongos, como el Cladosporium sp. en Rhinella marina, los que pueden

causar una dermatitis micotica (Wright y Whitaker 2001).

El diagnéstico de la enfermedad se ha realizado por histopatologia de los tejidos
afectados. En anfibios vivos se han usado dedos cortados y raspados de piel. EI hongo
puede también ser detectado utilizando técnicas de amplificacion de fragmentos de
ADN (reaccién en cadena de la polimerasa, o PCR, por sus siglas en ingles) de
exudados de piel (Angulo et al. 2006). En el 2004 Boyle y colaboradores estandarizaron

la deteccién por medio de PCR en tiempo real, la cual es la mas utilizada actualmente.
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Sin embargo Goka et al. 2009 utilizd PCR anidado y concluye que los resultados son

mas confiables que los de PCR en tiempo real.

4. Descripcion de B. dendrobatidis. Los miembros del filo Chytridiomycota son
hongos heterotroficos omnipresentes y cosmopolitas (Sparrow 1960; Karling 1977 en
Berger et al. 1998). Se encuentran principalmente en el suelo y agua donde acttian
como sapréfitos primarios, utilizando sustratos como quitina, detritos de plantas y
queratina. Algunos géneros son anaerobios facultativos u obligados, y pueden ser
parasitos obligatorios de hongos, algas, plantas vasculares, rotiferos, nematodos o
insectos. B. dendrobatidis es la primera especie del filo, parasita de vertebrados (Barr
1990 en Berger et al. 1998).

El hongo presenta un talo que soporta una red de rizoides y un esporangio con
pared suave y forma esférica a subesférica. Cada esporangio produce un solo tubo de
descarga. Las zoosporas presentan un cuerpo elongado-ovoide y un flagelo posterior.
Ademas tienen un éarea central de ribosomas que usualmente se presentan como
esferas de ribosomas unidas a la membrana entre la masa ribosomal principal (Berger
et al. 1998).

El 4rea central del ribosoma esta rodeada por una cisterna simple de reticulo
endoplasmatico, dos a tres mitocondrias y un microcuerpo extenso (complejo globular
de lipidos). El microcuerpo se encuentra rodeado por cuatro a seis globulos de lipidos
(tres anteriores y tres laterales), algunos parecen unidos a una cisterna (Ver Figura 2)
(Berger et al. 1998).
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Figura 2
llustracion de la seccién longitudinal de la zoospora del parasito quitridio
encontrado en la epidermis de anfibios australianos y panamefos

El dibujo se bas6 en el estudio de secciones delgadas de zoosporas dentro del
esporangio. No se utilizaron especimenes filados en glutaraldehido. Por esa razén no
se observan bien algunas regiones del kinetosoma. El complejo de microcuerpo -
globulos lipidicos y algunos detalles del anclamiento del flagelo se pueden observar. En
algunas secciones pareciera que dos complejos microcuerpo-glébulos lipidicos
estuvieran presentes, pero no se sabe si esto representa un complejo simple enrollado
alrededor de una region ribosomal. La seccién transversal y longitudinal del flagelo esta
dibujado un poco mas grande que la escala para demostrar adecuadamente los
aspectos del anclamiento del flagelo. Rb: area ribosomal; N: nucleo; L. glébulo lipidico;
m: microcuerpo; mi: mitocondira; k: kinetosoma; p: anclamiento del kinetosoma al
plasmalemma; tp: plato terminal; nfc: centriolo no funcional: fl: flagelo. (Bar=1ul) (Berger
et al. 1998).

5. Modelos de distribucién de especie. Los modelos de distribucion de
especies (SDM: species distribution models, en inglés) son modelos empiricos que
determinan la presencia de una especie utilizando variables ambientales que afectan su
supervivencia. Pueden ser utilizados para resolver muchos problemas ecologicos y
ambientales tedricos y practicos, como probar hipétesis biogeograficas, ecolédgicas y
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evolutivas, invasion de especies, efectos del cambio climatico y para planificacion y
seleccion de areas de reserva para la conservacion (Lui et al. 2009).

El modelo de nicho ecolégico Maxent es un modelo estadistico, basado en la “teoria
de la maxima entropia’. Es una herramienta para realizar predicciones o inferencias a
partir de informacién incompleta, es decir, cuando no se tienen datos de ausencia .
verificados luego de realizar un muestreo, sino un grupo de ocurrencia o presencia
conocidos (Phillips y Dudik, 2008). El modelo emplea un algoritmo deterministico para
estimar la probabilidad de distribucion més apropiada. En general, este algoritmo
detecta las relaciones no aleatorias entre dos conjuntos de datos: a) los registros
georreferenciados de la presencia de las especies, y b) un conjunto de coberturas tipo
raster, de datos digitales que representan a las variables fisico-quimicas potencialmente
pertinentes para determinar la distribucién de las especies en una escala particular de
analisis (Phillips et al. 2006).

Maxent ofrece muchas ventajas, entre ellas: (1) requiere solamente datos de
presencia, junto con informacién ambiental del &rea de estudio; (2) utiliza datos
categéricos y continuos y se pueden incorporar interacciones entre diferentes variables;
(3) se generan algoritmos eficientes que garantizan la oéptima (méxima entropia)
probabilidad de distribucion; (4) los resultados son continuos, permitiendo hacer
distinciones pequefias entre las diferentes areas del modelo; (5) Maxent también puede
ser utilizado con datos de presencia/ausencia utilizando modelos condicionales (Phillips
et al. 2006). Ademas estos programas son de libre acceso y pueden ser descargados

en linea.

6. Sistema de areas protegidas, SIGAP. Las areas protegidas son las que
tienen por objeto la conservacion, el manejo racional y la restauracion de la flora y fauna
silvestre, recursos conexos y sus interacciones naturales y culturales, que tengan alta
significacion por su funcién o sus valores genéricos, historicos, escénicos, recreativos,
arqueologicos y protectores; para de preservar el estado natural de las comunidades

bidticas, de los fenémenos geomorfolégicos Unicos, de las fuentes y suministros de
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agua, de las cuencas criticas de los rios, de las zonas protectoras de los suelos
agricolas, y asi mantener opciones de desarrollo sostenible (CONAP 2011).

Sistema guatemalteco de Areas Protegidas (SIGAP de aqui en adelante) es el
conjunto de todas las 4reas protegidas del pais y las entidades que las administran.
Fue creado para lograr los objetivos de conservacion, rehabilitaciéon y proteccion de la
diversidad biolégica y los recursos naturales del pais. Actualmente, el SIGAP esta
conformado por 219 areas protegidas localizadas en el territorio nacional (CONAP
2011).

El SIGAP tiene como metas fundamentales lograr la representatividad de las
distintas comunidades naturales; mantener los procesos ecolégicos y evolutivos que
crean y soportan la diversidad bioldgica; mantener poblaciones viables de especies;
conservar grandes areas de habitat naturales que puedan responder a perturbaciones
de gran escala y largo plazo; y garantizar a las poblaciones humanas el mantenimiento
de legados culturales y los bienes y servicios esenciales para su vida (Corrales 1998 en
Corral 2004).

B. JUSTIFICACION

Los anfibios estdn desapareciendo rapidamente debido a pérdida de habitat,
comercio y enfermedades. Es necesario comenzar a tomar medidas de conservacion
para asegurar la sobrevivencia de las poblaciones. Esto animales también son muy
utiles para el ser humano, ya que son depredadores de vectores de enfermedades
(como mosquitos) (Krieger 2009). Muchas especies secretan compuestos que pueden
ser utilizados en medicina. Cada vez que se pierde una especie se pierde una
oportunidad de curar alguna enfermedad. Por ejemplo Rheobatrachus silus, es una rana
extinta, cuyos compuestos del sistema digestivo pudieron haber sido utilizados para
curar la gastritis (Tyler et al. 1983).

La importancia de este estudio radica en la conservacion de estos organismos,
asi como en la creacién de programas de prevencion de esparcimiento del patégeno a
nuevos habitats. En Guatemala existen ciento cuarenta y tres especies de anfibios,
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distribuidos en tres érdenes, diez familias y treinta y seis géneros. Son el grupo con
mayor nimero de especies endémicas nacionales con cuarenta y cinco especies
(veinticinco especies de ranas, diecinueve de salamandras y un sapo) (Acevedo 2006).
Segun la lista de CONAP (2001) de especies amenazadas de extincion hay cincuenta y
dos especies de Anura amenazados. Es necesario contar con informacion de las
especies portadoras para el pais, para tener conocimiento de qué especies pueden .
llegar a ser solamente portadoras asintomaticas, como Plectrohya matudai (Amphibia

web 2011) o pueden llegar a sufrir la infeccion hasta la etapa letal.

Es necesario conocer qué poblaciones estan siendo afectadas y como evitar que
el patégeno se extienda a nuevas localidades. Debido a que no se pueden tomar
medidas de erradicacién del hongo en un area en la que ya se haya establecido es

importante la creacién de programas de prevencion de dispersion.

C. Objetivos del proyecto

1. Objetivo general:

e Determinar la presencia del hongo Batrachochytridium dendrobatidis en
poblaciones de anfibios de los 6rdenes Anura y Caudata en diversas localidades

de Guatemala.

2. Objetivos especificos

e Generar un modelo de distribucion potencial de B. dendrobatidis en Guatemala
con base a datos de presencia del mismo.

¢ Analizar la amenaza que B. dendrobatidis representa para las poblaciones de
anfibios presentes dentro del SIGAP.

o Recomendar medidas de prevencién de esparcimiento del patégeno a nuevas

localidades.



Il. METODOS

A. TRABAJO DE CAMPO

Se realizaron muestreos en los siguientes departamentos: Baja Verapaz,
Chiquimula, Huehuetenango, Izabal, San Marcos, Suchitepequez y Zacapa (Figura 4).
En cada localidad (apéndice B) se realizaron muestreos por el método de relevamiento
de encuentros visuales (por sus siglas en inglés VES, visual encounter sourvey). Este
método consiste en ir realizando colectas libres de los organismos que se van
encontrando en el lugar. Cada individuo fue manipulado utilizando guantes de latex para
evitar infectar a individuos sanos. Las colectas se colocaron en bolsas plasticas y se les
asigné un codigo. Se tomaron los datos de microhabitat y hora de cada colecta. Se
realizd la toma de muestra por medio de la técnica de hisopado (swabbing en inglées)
(Brem et al. 2007), la cual consiste en pasar un hisopo estéril por las extremidades,
abdomen e ingle (ranas) y parte gular en el caso de las salamandras, ya que son las
partes donde se ha registrado hay mayor susceptibilidad por el hongo (Brem et al. 2007,
(Longcore et al. 1999; Pessier et al. 1999 en Annis et al. 2004). Se paso el hisopo cinco
veces en cada parte mencionada y diez veces en el caso de la parte gular en las
salamandras (Figura 3).

Figura 3
Fotografias de campo
Partes de los anfibios que fueron “hisopeadas”
para la toma de muestra. a. Craugastor de la Trinidad, San Marcos

L. Garcia 2011 A. Zamora2011
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La toma de muestras se llevé a cabo utilizando guantes de latex los cuales se
cambiaron entre individuos. A cada muestra se le agregé una gota de etanol al 95%, se
dejo secando al aire libre, y se almacené el hisopo en tubos de 1.2 ml rompiendo el
mango contra la pared del tubo. En el campo las muestras fueron transportadas en
hieleras con hielo, al llegar a la ciudad se trasladaron al refrigerador -20°C, del
laboratorio C-212 de la Universidad del Valle de Guatemala, para evitar la degradacion .
del ADN. Luego de cada toma de muestra, los guantes utilizados, basura de los
hisopos y cualquier material involucrado fue desechado en bolsas plasticas bien
rotuladas. Estas fueron descartadas en contenedores de ECOTERMO para su

adecuado manejo.

Se clasifico cada individuo utilizando guias de campo para la regién. Los
individuos que no se pudieron clasificar o que fueron utilizados para estudios
sanguineos de otro proyecto fueron sacrificados utilizando Cloretone y fijados con
formol. Estos individuos forman parte de la coleccion de referencia del Museo de
Historia Natural de la Universidad de San Carlos de Guatemala (MUSHNAT).

Antes de entrar y salir de las localidades muestreadas se lavaron las botas de
los investigadores con una solucion de cloro al 1% (Speare et al. 2004) a partir de una
solucién de cloro comercial (5.25%) para evitar la propagacion del patégeno.

Figura 4
Mapa con las localidades muestreadas durante el estudio. Los departamentos
muestreados fueron: Baja Verapaz, Chiquimula, Huehuetenango,
|zabal, San Marcos, Suchitepéquez y Zacapa.
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B. Extraccion y cuantificacion de ADN

Figura 5
Diagrama de flujo de la extraccion y cuantificacion de ADN. La extraccion es una
modificacion al protocolo de Zolan y Puk

Secar

muestras Agregar 600

Extraccion para Incubar a 60
- ADN » __evaporar » : p(l:kgrlgf’]ger . » Gl
(e el e . restosde. LS e P

. etanol Recuperar
Cfgt-;}llicﬁg; d sobrenadant 600 pl
e, agregar cloroformo:
l%ggfa;gp « lnczuobaéa 5 « un volumen « isoamilico.
SRR ; desti. Centrifugar
VR —— — 1"§opropei’n01“ —
S | frio
o Diluciones

pellet y Cuantificar Dilucioén
resuspender » Absorbanci » 45”1 Xy » 1:10 para

95 pl agua
_en! 40 pl de ia A260n i _ PCR
ﬁ_buﬁ.é.f,.TE e ST TSRS A % hd.estllada il R e B

kila (1986). Ver apéndice F.

PROCEDIMIENTO REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Cuadro 1
Receta de Master Mix para PCR para deteccion de B. dendrobatidis
Reactivo [Final] Vo!umen n=1
‘Agua AT
_ Buffer 10X
7 dNTPs 2 5 mM 1 25 ul

"Bd 2a* 25 uM

'BSA10mg/mL  400pg/UL 1 ul
‘Taq Pol 5U/ml  1U 02ui I
'ADN A R e

Total

*Bd1a: 5'-CAGTGTGCCATATGTCACG-3";
Bd2a: 5'-CATGGT TCATATCTGTCCAG-3".
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Se utilizdé BSA para evitar la inhibicion de la actividad polimerasa con posibles
contaminantes como ADN de otros organismos, como el proveniente de los individuos
muestreados y particulas del suelo (Garland et al. 2011). Las condiciones del
termociclador fueron las siguientes: Desnaturalizaciéon: 10 min a 93 °C; 35 ciclos: 45
segundos a 93 °C, 45 segundos a 60 C (Tm de Bdlay Bd2a) y 1 minuto a 72 °C por
altimo la extensién final 10 minutos a 72 °C. Como control positivo se utilizé una
muestra de esporas inactivadas de la cepa JEL423 proporcionada por el laboratorio de
la Dra Loncore de la Universidad de Maine en Estados Unidos. Para determinar los
resultados se corrieron geles de agarosa al 2% (0.60 g de agarosa y 30 mL de buffer
TAE 1X (Tris-HCI, Acido acético y EDTA). Se esperaba una banda alrededor de 300 pb.

D. ANALISIS DE DATOS

Para determinar qué individuos estan siendo mas afectados se obtuvieron los
porcentajes de enfermos por especie y por localidad. Se determiné cual es la localidad
mas afectada y las posibles causas de la incidencia (condiciones climaticas,

contaminacion, invasién del hombre).

Con ayuda del programa Diva Gis 7.3 se georeferenciaron los puntos de las
localidades con individuos positivos. La modelacion de distribucién potencial de B.
dendrobatidis en el pais se llevé a cabo con el programa Maxent 3.3.3 (Phillips et al.
2006). Se utilizaron las variables climaticas de la base de datos Worldclim (resolucion
2.5 min = ~5 kms): Temperatura media anual, rango de temperatura diurna, cambio de
temperatura a lo largo de la temporada, temperatura maxima del mes mas tibio,
temperatura minima de mes mas frio, precipitacion anual, precipitacion de mes mas
hamedo, precipitacion de mes mas seco y cambio de la precipitacion a lo largo de la
temporada. Se escogieron estas variables en base a los requerimientos del patdégeno
para sobrevivir. El programa se corri6 con los siguientes parametros: 1000 iteraciones
bootstrap como maximo, 75% de los datos fueron utilizados como puntos de

entrenamiento (training points) y el 25 % como puntos de validacion (test points).
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Se corrieron 100 replicas del modelo, de las cuales se escogieron los 10 mejores
modelos dependiendo del valor del area bajo la curva (AUC) donde se observé la
capacidad de discriminacion de una presencia (sensibilidad) versus la capacidad de
discriminar una ausencia (especificidad) (Phillips y Dudik 2008). De estos 10 modelos
se determiné la media del valor de probabilidad de prevalencia de 0 a 1 para cada pixel

y este fue el valor final asignado a los pixeles del modelo final.

E| modelo final fue editado en Diva Gis 7.3 se utilizé una capa con datos de las
areas protegidas para determinar el impacto que el patégeno puede llegar a tener en
estas y de esta forma tomar medidas de prevencion para evitar su dispersion.



Ill. RESULTADOS

Se obtuvo un resultado positivo para B. dendrobatidis en 16.67% de los
individuos, siendo los géneros Ptychohyla y Craugastor los que presentaron el mayor
ntimero de individuos portadores. Pt. hypomykter, Pt. salvadorensis y C. rhodophis
fueron las especies con mayor numero de individuos positivos, cuatro individuos para la
primera (Zacapa y Baja Verapaz), tres individuos para la segunda (Chiquimula) y tres
individuos para la Ultima especie (Suchitepéquez). Otras especies portadoras fueron: -
Bolitoglossa dunni, B. heiroreias, Craugastor bocourti, C. lineatus, Craugastor sp.
Engystomops pustulosus, Lithobates maculatus, Plectrohyla matudai, Pt. euthysanota y
Smilisca baudinii (apéndice A). La familia mas afectada fue Hylidae con 13 individuos,
seguida por Craugastoridae con 6 individuos (Cuadro 2). Otras familias positivas para B.
dendrobatidis fueron Plethodontidae, Leptodactylidae y Ranidae. Las especies: B.
dunni, C. rhodopis C. lineatus, E. pustulosus, L. maculatus, Pt. euthysanota, Pt.
salvadorensis y S. baudinii son nuevos reportes de especies positivas para Guatemala.
Con excepcién de Pt. euthysanota y S. baudinii estas especies también son nuevos

reportes en general.

Cuadro 2

Resultados de los analisis de B. dendrobatidis por familia
Familia Género Colectadas Positivas

Bufonidae Incilius . 1 0

Centrolenidae Hyalinobatrachyum 2 0

Craugastoridae Craugastor 41 6

Hylidae Dendropsophus ' 1 0

Plectrohyla 25 2

Ptychohyla 28 9

Smilisca 2

Tlalochohyla 2 0

Leptodactylidae Engystomops 2

Microhylidae Hypopachus 2 0

Plethodontidae Bolitoglossa 21 2

Cryptrotriton 0

Oedipina 2 0

Ranidae Lithobates 12 1

Total 144 24

20
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Debido a que no se pudo contar con un nimero de muestra significativo en todas
las localidades, asi como por cada una de las especies muestreados no se puede
determinar una prevalencia real para todas las especies. En el caso de los géneros con
tamafios de muestra mayor a 25 se determind que Ptychohyla tiene la mayor
prevalencia con 32.14% de los individuos positivos, seguido por Craugastor con 14.63%
de positivos y por ultimo Plectrohyla con un porcentaje de 8% (Figura 10 en apéndice
B).

Por departamento se obtuvieron los siguientes resultados positivos: 5 individuos
en Baja Verapaz; 5 individuos en Suchitepéquez; 5 individuos positivos en Zacapa; 4
individuos en Chiquimula; 4 individuos en San Marcos; 1 individuo en Izabal y ningun

individuo para Huehuetenango (Figura 6).

Con base en las muestras obtenidas por localidad y el nimero de individuos
positivos, Suchitepéquez fue el departamento en el que se encontré un mayor numero
de individuos positivos con el 35.71% de individuos portadores. De estos tres
pertenecian a la especie C. rhodphisy dos a Pt. euthysanota. El segundo departamento
mas afectado fue Baja Verapaz con 23.81% de individuos afectados (un C. bocourti, un
C. lineatus y tres Pt. hypomykter). En este caso los individuos afectados pertenecen a
cuatro localidades: Piedras Quebradas Chilasco, Biotopo del Quetzal y Rio El Cafetal.
Le sigue Chiquimula (19%) con dos especies infectadas: una B. heiroreias y tres Pt.
salvadorensis estas pertenecen a tres localidades: El Musgal y Plan de la Arada en
Aldea Santa Rosalia y Finca Rio Frio. En el caso de San Marcos se encontrd que 16%
de las colectas de dos localidades (La Trinidad, Tajumulco y Caserio Nuevo San
Francisco) estaban infectadas, dos P. matudai, un Craugastor y una L. maculatus. En
Zacapa 15.63% de los individuos estaban infectados en dos localidades: Finca Bella
Vista en Montafias las Granadillas y Bosque Municipal de la Union, las especies
infectadas fueron: una Pt. hypomykter, dos E. pustulosus y dos S. baudini. En lzabal
solamente se encontré una B. dunni positiva para Sierra Caral y en Huehuetenango no

se encontré ningun individuo positivo (Figura 10 en apéndice B).
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Figura 6
Mapa con las localidades muestreadas.
Los puntos rojos son las localidades en las que
se determin¢ la presencia de B. dendrobatidis.
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Se hizo un modelo de la distribucion potencial del hongo (Figura 7) utilizando el
programa Maxent 3.3.3 (Phillips et al. 2006) y variables ambientales del la base de
datos Worldclim. Para escoger el modelo que predice la distribucién del hongo se
seleccionaron los 10 modelos con el mejor AUC (area bajo la curva), el estuvo entre
09987 y 0.9982. Los valores de AUC de todas las réplicas variaron entre 0.9987 y
0.9922. A partir de estas capas se obtuvo la media por pixel y 5 rangos de probabilidad
de presencia del hongo siendo estos los siguientes: Muy alta: 0.7716 a 1.000; Alta:
0.5788 a 0.7716; Media: 0.3861 a 0.5788; Baja 0.1934 a 0.3861 y Muy baja: 0.1934 a
0.000. Las variables climaticas con mayor porcentaje de contribucion al modelo (cuadro
4) fueron: el cambio de la temperatura durante la temporada con un 53.08% , seguida
por la precipitacién del mes més seco y la temperatura maxima del mes mas tibio con
11.89% y 11.14% respectivamente.



Cuadro 3
Porcentaje de contribucion al modelo de las variables climaticas

Variables climéticas Porcentaje de

contribucién %

cipitacnén
Precipitacion

Figura 7
Modelo de la distribucién potencial de B. dendrobatidis en Guatemala.

Probabilidad presencia

Il 0.0000-0.1534
[ 0.1934 - 0.3631
[ 0.3331 -0.5788
[ 05788 -0.7718
W 0.7718 - 1.0000

Escala: 134,200,000
Kilémetros
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Figura 8
Modelo de la distribucién potencial de B. dendrobatidis en Guatemala
con la capa de informacion de las areas protegidas del SIGAP.
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Se encontré que en las areas con mayor elevacion (y areas adyacentes) de la
Sierra Madre Sur, Sierra de las Minas y Cerro Miramundo en Jalapa y Sierra de los
Cuchumatanes en Huehuetenango, existe una probabilidad de presencia muy alta para
B. dendrobatidis (Figura 8). Las areas dentro del SIGAP que se encuentran

amenazadas son:



Cuadro 4
Areas SIGAP con una probabilidad muy alta para B. dendrobatidis.

Area SIGAP

Ita Vrapaz o Reserva Natural Privada (RN) Celemhé y K‘ai

Dentro del las areas con probabilidad alta de presencia del hongo se encuentran

las areas con alturas altas-medias de la RB Sierra de las Minas y la Sierra Madre Sur,
Sur de Alta Verapaz, centro de Huehuetenango y Quiché, parte de Jalapa. Dentro de las

areas SIGAP con una alta propension al patbgeno se encuentran las siguientes:

Cuadro 5
Areas SIGAP con una probabilidad alta para B. dendrobatidis.

_Departamento_ Area SIGAP

chhé

Parte del Area de Uso IVIultlpIe (AUIVI)
7 Lao de Atitlan
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Las areas con probabilidad media son areas de alturas intermedias en el Norte
de Alta Verapaz, Centro de Quiché, Huehuetenango y areas asociadas a la Sierra
Madre Sur y Cadena Volcénica, Sierra de las Minas y Este del departamento de
Guatemala. Las areas protegidas que entran dentro de este rango son las siguientes

) Cuadro 6
Areas SIGAP con una probabilidad media para B. dendrobatidis.

Departamento _________Area SIGAP

Suhltepequez o

Sacatepéquez

Entre las areas en las que la probabilidad de distribucién del hongo es baja se
encuentran: partes bajas de Huehuetenango, Quiché, Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Totonicapan, parte Oeste de Izabal, Sureste de Petén y partes bajas de Guatemala. Las
areas SIGAP que entran en este mismo rango son.

. Cuadro 7
Areas SIGAP con una probabilidad baja para B. dendrobatidis.

i Dep artamento
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Continuacién Cuadro 7
Area SIGAP

Departamento
lotonica, :u}'.'i',:‘i

Jalapa

Santa Rosa

Jutiapa
Chiquimula
Zacapa

El Progreso

?

_ RNP El Roble

e

La probabilidad més baja de presencia de Bd se da en las areas bajas del pais
como: Petén, mayor parte de Izabal, Norte de Alta Verapaz y Quiché, Bosque seco de
Baja Verapaz, Sur del pais, Valle del Motagua y Oriente de Guatemala. Las areas
SIGAP que se encuentran dentro este rango son:

i Cuadro 8
Areas SIGAP con una probabilidad muy baja para B. dendrobatidis
Departamento _ Area SIGAP

tiguami

" PRM Montai:
ZVBahla de Santo Tomés

Chocén Mach:

P i»;'ln[ﬂ|r|}:\|f
PN Grutas de Lanuin




IV. DISCUSION

Se colectaron muestras en siete departamentos: Baja Verapaz, Chiguimula,
Huehuetenango, lzabal, San Marcos, Suchitepéquez y Zacapa. Se determiné que el
16.67% (24 de 144 muestras analizadas) de los individuos eran portadores de B.
dendrobatidis (apéndice A). Los géneros Ptychohyla y Craugastor fueron los mas
afectados, siendo las especies Pt. hypomykter y Pt. salvadorensis las que presentaron
un mayor numero de individuos positivos. Los géneros Ptychohyla y Plectrohyla también
han sido los mas afectados en otros estudios realizados en el pais (com pers. G. Ruano
2011).

La familia Hylidae es la més afectada con trece individuos positivos (cuadro 1)
dentro de los géneros: Ptychohyla, Plectrohyla y Smilisca. En otros paises se ha
demostrado que los hilidos son especies muy suceptibles al hongo vy han tenido
pérdidas poblacionales severas (Murray et al. 2009). Posiblemente se debe a que estas
especies estan bastante asociadas a cuerpos de agua, el cual es el medio de dispersion
del patégeno. La mayor parte de las Ptychohyla 'y Plectrohyla fueron colectadas a la
orila de rios o muy cerca de éstos. La segunda familia mas afectada fue
Craugastoridae, con 14.63% de individuos positivos, estas ranas se encuentran dentro
del bosque, y no estan tan asociadas a los cuerpos de agua, sin embargo se encontrd

que individuos de diferentes especies son portadoras.

Se determino que las tierras altas (mayores a 2400 m) tienen una probabilidad alta
o muy alta de presencia de Bd y ésta aumenta a medida que aumenta la elevacion,
sobre todo en Sierra de las Minas y Los Cuchumatanes. Mientras que en areas con
elevaciones intermedias entre 1500 y 2400 mSNM la probabilidad de presencia es
media. El hecho de que estas areas tengan una probabilidad mayor a 0.38 (38%) se
debe a que en la mayor parte, la zona de vida predominante son bosques nubosos, en
los que las condiciones son buenas para el crecimiento del hongo (temperaturas
medias, sombra y humedad). En &reas en las que la probabilidad es baja, la elevacion
es menor a los 1500 mSNM. Las areas con probabilidad muy baja tienen una elevacion
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temperaturas suelen ser mas elevadas (costas, selvas tropicales, bosques secos, etc) y,

exceptuando las selvas tropicales, no llueve mucho.

E| Cuadro 3 indica que la variable climatica que mas contribuy¢ al modelo fue el
cambio de la temperatura durante la temporada (con un efecto del 53.08%), seguido por
la precipitacion del mes més seco (con una contribucion del 11.89%) y la temperatura
maxima del mes mas tibio (con un efecto del 11.14%). Para el crecimiento ideal del
hongo se necesitan ambientes himedos (relacionado con precipitacion o microhabitat) y -
rangos de temperatura entre 17 a 25°C (Andre et al. 2008). Se cree que a altas
temperaturas el hongo no sobrevive debido a la desecacion y a que los individuos
tienen una tasa de cambio de la epidermis mas rapido por lo que el ciclo de vida del
hongo no se completa (Berger et al. 2005). En estudios realizados en Australia (Kriger y
Hero 2006) se ha demostrado que el hongo crece mejor a temperaturas menores a
20°C y se encontrd que los niveles de infeccion eran altos incluso a los 12.3°C. Sin

embargo no se sabe qué ocurre a temperaturas menores.

Si se observa el mapa (Figura 6) con las localidades con resultados positivos para el
hongo se puede ver que la temperatura promedio en estas localidades se encuentra
entre 17 y 22°C, exceptuando Chiquimula y Zacapa en los que la temperatura va entre
22 y 26°C (Figura 10 en apendice C). Al ver el modelo se determiné que la temperatura
promedio en areas con probabilidad muy alta, alta y media de presencia de Bd se
encuentra dentro de los rangos optimos para el crecimiento del patdgeno. Asi como se
pudo determinar que en la mayor parte de areas con baja y muy baja probabilidad la
temperatura media puede llegar a ser menor a 12°C o mayor a 25°C. Estos datos
concuerdan con los datos tedricos de sobrevivencia del hongo, e indican la importancia

de la temperatura en su desarrollo y en su capacidad para sobrevivir en el hospedero.

En el caso de la precipitacion media anual (Figura 11 en apéndice C), la mayor parte
de las localidades positivas tienen una precipitacion entre 1500 y 2500 mm. En el caso
de las localidades de San Marcos y Suchitepéquez, la precipitacion media anual se
encuentra entre 3500 y 4500 mm Segun el modelo las areas mas propensas

(probabilidad media a muy alta) al hongo son en las que la precipitacion media anual se
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encuentra entre 1500 y 2500 mm en el caso del 4rea de Los Cuchumatanes, entre 2500 y
3500 mm para el area de Sierra de las Minas y parte central de la Cadena Volcanica y entre
3500 y 4500 mm para el drea de Occidente de la Sierra Madre Sur. La mayor parte de las
areas con probabilidad baja, o muy baja la precipitacion media anual se encuentra entre 650
y 1500 mm. Estos datos indican que la precipitacion es una variable que puede afectar la
incidencia del patdgeno, sin embargo se cree que la temperatura podria llegar a ser una

variable mas importante.

Las areas dentro del SIGAP con una probabilidad alta o muy alta (cuadros 4 'y 5) de
presencia del hongo como RB Sierra de las Minas, BP Mario Dary y en general el area de
las Verapaces, obtuvieron una calificacion “aceptable” para la efectividad del manejo en la
Evaluacion de Gestion del SIGAP (2005). En el caso de las areas SIGAP del altiplano
occidental y altiplano central se obtuvo una calificaciéon de “regular’ y “poco aceptable”
respectivamente. Por Ultimo, la ZVD de los Volcanes Acatenango y Fuego obtuvieron una
calificacién “no aceptable”. Estos resultados no son satisfactorios ya que son areas con
probabilidad muy alta de Bd y es necesario un manejo mas efectivo con planes de

conservacion y prevencion urgentes para evitar |a dispersion de patégeno.

Rovito et al. (2009) propuso que el declive de poblaciones de Pseudoeurycea rex, P.
goebeli y P. brunata desde finales de los setenta y principios de los afos ochenta puede
estar asociado a B. dendrobatidis. La distribucidn de estas salamandras (figuras 30-32 del
apéndice E) se encuentra en localidades en las que la probabilidad de presencia del
patégeno es muy alta (Figura 7). Estos datos le dan mayor peso al modelo de distribucion
potencial generado en Maxent. Otra especie de la que se han reportado declives es P.
exspectata, se cree que es debido a pérdida de habitat. El rango de distribucion de esta
especie es Cerro Miramundo (Figura 33 del apéndice E) en Jalapa, segin el modelo esta
localidad tiene una probabilidad de presencia del patogeno muy alta por lo que se hipotetiza
que el declive de esta especie tambien se puede deber a B. dendrobatidis. Bromeliohyla
bromeliacia es otra especie comln en la década de los setenta y en los Ultimos afios no se
ha encontrado con la misma frecuencia (com pers. Campbell 2010). Al observar la
distribuciéon de esta especie (Figura 34 del apéndice E) se puede determinar que su
rango se encuentra dentro de las localidades con probabilidad alta y muy alta de

presencia.
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El nimero de especies infectadas por localidad no es muy alto, sin embargo el
hecho de que doce de catorce localidades muestreadas presenten individuos poitivos
indica que este se encuentra bastante esparcido en el pais (apéndice B), sobretodo en
4reas con elevaciones medias a altas y con precipitacion entre 900 y 1500 mm. A pesar
de encontrar organismos infectados, ninguno presentaba los sintomas clasicos de
infeccion por B. dendrobatidis, como pocos reflejos y debilidad. Ademas no se encontro
poblaciones muertas, como se ha visto en otros paises (Berger et al. 1998; Lips 1999;
Bonaccorso et al. 2003; Bosh et al. 2000 en Weldon et al. 2004; Mendelson et al. 2004;
Kriger 2009).

Existe la hipotesis de que este patogeno se encuentra en Guatemala, desde la
década de los ochenta (Cheng et al. 2011) y se cree que algunos de los organismos
que encontramos ahora son descendientes de las poblaciones que sobrevivieron y son
tolerantes. “La regla de las 10,000 zoosporas” de Vredenburg dice que el hospedero
tiene una infeccién letal cuando el conteo de zoosporas es mayor al umbral letal de
10,000 zoosporas (Kinney et al. 2011). Al cuantificar muestras positivas del pais por
medio de PCR en tiempo real se ha determinado que la mayor parte de anfibios
infectados en Guatemala no tienen niveles altos de zoosporas (G. Ruano com pers.
2011). Se puede hipotetizar que los sobrevivientes Unicamente son portadores con
niveles bajos niveles de zoosporas y es por esto que no se ha tenido grandes pérdidas
poblacionales. Sin embargo se necesita mas estudios y monitoreos de incidencia de Bd
para poder determinar si las poblaciones de especies infectadas se mantienen estables.
As/ como estudiar la genética del hongo para determinar si existe diversidad de
haplotipos como se ha encontrado en Asia (Goka et al. 2009). Medir variables
ambientales y cambios dentro de los ecosistemas es de suma importancia. Existe la
hipétesis de que el patdgeno se encuentra esparcido mundialmente desde hace muchas
décadas y que los lugares en los que se ha dado grandes epidemias se puede deber a
cambios ambientales, esta es la hipotesis del patégeno endémico (Fisher et al. 2009 en
Amfibie y Nederland. 2010).
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Se sabe que la mayor parte de la dispersion del patégeno se ha dado por la
actividad humana e introduccion antropogénica del patégeno (Cunningham et al. 2003;
Daszak et al. 2000; y Daszak et al. 2001 en Mazzoni et al. 2003). Muchos de los lugares
con muestras positivas son bosques en buenas condiciones en los que entran muchas
personas, ya sean cientificos, turistas o trabajadores de campo. Estos probablemente
portan las esporas en equipo, zapatos o llantas de los vehiculos y las transportan de un
sitio a otro. Esto hace que la educacion ambiental sea una parte importante para la
conservacion de anfibios, es necesaria la creacion de programas de prevencion del

patégeno.

La técnica de PCR convencional es una técnica eficiente para la deteccion de
Batrachochytrium dendrobatidis. Los primeros Bd1a y Bd2a amplifican una secuencia
de 300 pb (apéndice D) dentro de la region ITS1-ITS2. Al realizar la optimizacion del
PCR con los controles positivos extraido de esporas JEL 423 se determind que el PCR
es bastante sensible, por lo que la concentracién de ADN no debia ser muy alta ya que
se inhibia el proceso. Cuando se realizé la amplificacién con controles a 1.3 ng/ul, 2.6
ng/ul y 3.9 ng/ul el resultado fueron bandas intensas (Figura 12). Las muestras se
cuantificaron en un espectrofotometro a una absorbencia de 260 nm y a partir de este
resultado se realizaban las diluciones de ADN a 1 ng (concentracion optima a la que se
obtenia amplificacién con los controles). Se realiz6 PCR con muestras que se sabia
eran positivas y las bandas eran muy tenues y en algunos casos no se miraban del
todo. Se cree que al cuantificar las muestras de ADN ésta podia incluir ADN del
organismo al que se le tomd la muestra o contaminantes del ambiente y por ello los
resultados de la cuantificacion podia llegar a ser diferentes. Se realizé una modificacion
al programa de PCR propuesto por Annis et al. 2004, se aumentaron los ciclos de

amplificacion de 30 a 35.

Se agregdé BSA a una concentracion de 400 ng/ul y 4 pl de una dilucion de ADN
1:10 (Garland et al 2011). El BSA se agregd con el objetivo de evitar la inhibicion del
PCR ya que muchas de las muestras al ser tomadas en el campo y directamente de la
piel de los animales podrian haber estado contaminadas con tierra o como ya se

menciond con ADN del anfibio. Luego de hacer un PCR utilizando dos “master mix”,
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uno con BSA y otro sin BSA, se determind que agregar BSA mejora notablemente los
resultados. A pesar de las modificaciones realizadas algunas bandas obtenidas en los
resultados positivos eran tenues (fig. 14-19), esto probablemente se debe a que los
individuos infectados no tenian un numero de zoosporas no era muy elevado. El
problema es que se pueden llegar a dar falsos positivos, es decir, que una muestra
tenga un resultado positivo cuando en realidad es negativo. Para evitar falsos negativos,
Goka et al. 2009 han recomendado realizar un PCR anidado, amplificando primero la
regién ITS con primers generales y luego la region de interés con primers especificos,

obteniendo resultados exitosos.



V. CONCLUSIONES

Se obtuvieron resultados positivos en el 16.67% de los individuos colectados,
siendo los géneros Ptychohyla y Craugastor los mas afectados. La familia
Hylidae obtuvo mas resultados positivos con 13 (22.41%) individuos, seguida por

la familia Craugastoridae con 6 (14.63%) individuos positivos.

Las especies: B. dunni, C. lineatus, C. rhodopis E. pustulosus, L. maculatus, Pt.
euthysanota, Pt. salvadorensis y S. baudinii son nuevos reportes de especies

portadoras para Guatemala.

Los departamentos con resultados positivos fueron: Baja Verapaz, Chiquimula,
Izabal, San Marcos, Suchitepéquez y Zacapa representado doce localidades
positivas de catorce muestreadas. Solamente en Huehuetenango no se

encontraron individuos positivos.

El modelo de distribucion potencial del hongo muestra que las tierras altas del
pais como: la Sierra de los Chuchumatanes, Sierra Madre Sur y la Cadena
Volcanica y Sierra de las Minas tienen una probabilidad muy alta o alta de
presencia de B. dendrobatidis. Mientras que las tierras bajas tienen la

probabilidad de presencia méas baja.

Las variables mas importantes en la distribucion del hongos son el cambio de la
temperatura y la precipitacién del mes méas seco, variables determinantes para la

presencia de B. dendrobatidis.

El modelo de distribucion potencial tiene mayor peso al observar que datos
geograficos de especies que han sufrido declives poblacionales en Guatemala
concuerdan con las localidades que el modelo predice que tendrian alta y muy

alta probabilidad de presencia de B. dendrobatidis.
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VI. RECOMENDACIONES

Las medidas de prevencién en el campo son muy importantes cuando se trata
de enfermedades infecciosas. Lavar las botas, equipo e idealmente las llantas
del carro con una solucién de cloro al 1% es indispensable para no propagar el

patogeno.

Es de suma importancia que al trabajar y colectar anfibios se utilicen guantes
desechables entre individuos y que estos se guarden en diferentes bolsas. De
esta forma se evita la diseminacion del hongo entre individuos y falsos positivos

al realizar las detecciones.

Los programas de conservacion de anfibios deben tener cierto enfoque a la
educacion ambiental, ya que mucha de la dispersion del hongo se ha dado por el
hombre. Es necesario que la poblacién en general esté consciente del problema.
Es muy importante que investigadores y estudiantes de carreras como Biologia,
Ecoturismo, Agronomia, Arqueologia, Ingenieria Ambiental y asociadas tengan
conocimiento del tema y de las medidas basicas para evitar la dispersion. Es

necesario mejorar el manejo de las areas protegidas del pais.

Los protocolos (Goka et al. 2009 y Garland et al. 2011) para realizar la deteccion
molecular de Bd mejoran notablemente los resultados. Se recomienda realizar
un PCR anidado para determinar si la deteccién de muestras de ADN con baja
concentracion mejora. Ademas si solamente se quiere conocer la presencia o
ausencia del patégeno es mucho maés barato utilizar la técnica de PCR

convencional.

Las muestras de ADN de Bd pueden encontrarse contaminadas ya que la

muestra se toma directamente de la piel de un organismo silvestre. Es por ello
35



36

que la estabilidad de las muestras puede variar por lo que el transporte

adecuado es de suma importancia.
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Apéndice A

Cuadros resultados

Resultados de especies muestreadas en diferentes localidades

del género Bolitoglossa

Especie Total muestreado Positivas
Rufescens 6 0
Flavimembris 3 0
Helmrichi 4 0
Conanti 3 0
Mexicana 1 0
Dunni 3 1
Engelhardti ik 0

Resultados de especies muestreadas en diferentes localidades

del género Crougastor

Especie Total muestreado Positivas

Heiroreias 2 1

sp. 9 1
Bocourti 1 il
Laticeps 4 0
lineatus 6 1

loki 1 0
rhodopis 6 3
rostralis 1 0
sabrinus 9 0




Resultados de especies muestreadas en diferentes localidades

Género Especie Total muestreado Positivas
Cryptrotriton veraepacis 0
Dendropsophus microcefalus 1 0
Engystomops pustulosus 2 2
Hyalinobatrachium fleishmanni 2 0
Hypopachus variolosus 2 0
Incilius campbelli % 0
Lithobates berlandieri 4 0
Lithobates forreri? 1 0
Lithobates maculatus 6 1
Lithobates sp. 1 0
Plectrohyla sp. 8 1
Plectrohyla matudai 11 2
Plectrohyla sagorum 5 0
Plectrohyla hartwegii 1 0
Plectrohyla guatemalensis 1 0
Oedipina elongata 2 0
Ptychohyla eutysanota 3 1
Ptychohyla hypomykter 11 4
Ptychohyla salvadorensis 13 3
Smilisca baudinii 4 2
Tlalochohyla picta 2 0




Apéndice B

Localidades muestreadas

Resultados por localidades muestreadas

48

Departamento Municipio Localidad Total Total +
muestrado
Baja Verapaz Finca Sachut 3 0
Purulhé Biotopo del Quetzal 8 2
Rio El Cafetal 7 2
Salama Piedras Quebradas, 3 1
Chilasco
Chiquimula Esquipulas Plan de la Arada 16 1
Finca Rio Frio 1 1
El Musgal 4 2
Huehuetenango | Barillas Finca Buenos Aires 8 0
Chiblac
[zabal Livingston Finca La Sirena 20 0
Morales Sierra Caral o 1
San Marcos San Pablo Caserio Nuevo San 4 3
Francisco
San Rafael Pie Reserva del Quetzal 8 0
de La Cuesta
Tajumulco La Trinidad 13 1
Suchitepéquez | Patulul Finca Los Andes 14 5
Zacapa La Union Bosque municipal de La 14 4
Unidn
Zacapa Finca Las Granadillas 17 1
Cabarias Reserva El Heloderma 1 0
Total 144 24
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Apéndice C
Mapas
Figura

Mapa de la distribucion potencial de B. dendrobatidis en Guatemala con los  puntos
muestreados en este estudio (puntos rojos:=localidades positivas).

Worne-10n

e —— Escala: 1:4,200210

Figura
Mapa de las localidades muestreadas en el estudio (puntos blancos= localidades
positivas) con capa de informacion de temperatura media anual. Los datos de temperatura
fueron obtenidos de la base de datos de Worldclim.

Hkndvos
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Figura
Mapa de las localidades muestreadas en el estudio (puntos blancos= localidades
positivas) con capa de informacion de precipitacién minima. Los datos de precipitacion
fueron obtenidos de la base de datos de Worldclim

Rt
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Apéndice D
Geles de agarosa

Figura
Gel de agarosa 1.2 % de PCR del control positivo JEL 423 (H) y de controles negativos de
levadura (L). La concentracion de las muestras era: 1H: 1.33 ng/pl; 2H: 2.66 ng/ul; 3H: 3.99
ng/pl; 1L:2 ng/pl; 2L:4 ng/pl y 3L: 6 ng/pul. Escalera: 1 kb.

7 8 9 10 11 12

Mapa

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 |9 10 11 |12

Mx | lkb | IH | 2H | 3H | 1L | 2L | 3L | B | -- -- 5 -
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Figura

Gel agarosa 2% de PCR para determinar inhibicion de la polimerasa. Se utiliz6 las muestras
negativas 11,91 y 93 a estas se les agreg6 0.5 pl de control positivo. Se realizaron dos master
mix uno sin BSA y otro con BSA. Escalera: 100pb. Se puede observar que las muestras en las que
se utilizo el mastar mix con BSA obtuvieron un mejor resultado.

Mapa: Sin BSA Con BSA

Pozo 1 2 3 e 5167 8 9 10| 11 | 12

Mx 100pb | 11 {91 |93 | C+ | B |11 91193 |C+ |C| -

Figura
Gel agarosa 2% de PCR muestras BAZ 19-27. Las muestras 19, 20, 21, 22, 23,24,26 y
27 dieron un resultado positivo para Bd. Escalera: 100pb




Mapa

Pozo 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 1 i 12

Mx 100pb 19 | 20 21 22 | 23 |24 |25 |26 | 27 | C+ [ C-
Figura
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Gel agarosa 2% de PCR muestras BAZ 46-54. Las muestras 52 y 53 dieron un resultado

positivo para Bd. Escalera: 100pb

Mapa

Pozo 1 2 1.3 4 5 6 | 7 [ 8910 |11 |12

| Mx 100pb | 46 | 47 | 48 49 | 50 | 51 [52 |53 | 54 | C+ | C-
Figura

Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 100-109. La muestra 100 dio resultado positivo

para Bd. Escalera:100pb
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Mapa

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Mx 100pb 100 101 | 102 | 103 | 104 | 105 | 106 107 | 109 | C+ | C-

Figura
Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 110-121. La muestra 110 dio resultado positivo
para Bd. Escalera:100pb

B R i ( RS

1 s
- e AR

Mapa

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 {12

Mx 100pb 110 111 112 | 113 [ 117 | 118 | 119 120 | 121 | C+ | C-

Figura
Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 122-130.
La muestra 124 dio resultado positivo para Bd. Escalera:100pb

Mapa:

Pozo 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11|12

Mx 100pb 122 123 | 124 | 125 | 126 | 127 | 128 129 | 130 | C+ | C-
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Figura
Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 140-G (guante de secrecion de B. flavimembris)
. La muestra 142 y 145 dieron un resultado positivo para Bd. Escalera:100pb

Mapa
Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Mx 100pb 140 141 142 143 144 | 145 | 146 147 G C+ | C-

Figura

Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 1-9. Escalera:100pb

3 S R e 18O C
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Mapa
Pozo 1 2
Mx | 100pb | 1 |23 [4]5s
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Figura
Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 10-18. Escalera:100pb

) B, B

P I A N

Ve BNt 76

Mapa

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Mx 100pb 10 11 12 13 14 15 16 17 18 | C+ | C-

Figura
Gel agarosa 2% de PCR muestras BAZ 37-45. Escalera: 100pb

Mapa

Pozo 1 2 3 4 3 6 7 8 |9 10 11 |12

Mx 100pb | 37 | 38 | 38 | 40 | 41 | 42 |43 [44 | 45 | C+ | C-
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Figura

Gel agarosa 2% de PCR muestras BAZ 55-63. Escalera: 100pb

Mapa

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8§ |9 10 11|12

Mx 100pb | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 |61 |62 | 63 | C+ | C-

Figura
Gel agarosa 2% de PCR muestras BAZ 64-72. Escalera: 100pb

Mapa

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 1 9 10 11 |12

Mx 100pb | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69 |70 |71 | 72 | C+ | C-
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Figura
Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 73-81. Escalera:100pb

Mapa

Pozo 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 |12

Mx 100pb 73 74 75 76 JHs 78 79 80 81 | C+ | C-

Figura
Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 82-90. Escalera:100pb

Mapa

Pozo 1 2 3 4 =) 6 7 8 9 10 11 | 12

Mx 100pb 82 83 84 85 86 87 88 89 9 | C+ | C-




Figura

Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 91-99. Escalera:100pb

CEFNE T8 W C

S e o

Mapa
Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1t | 12
Mx 100pb 91 92 93 94 95 96 97 98 99 | C+ | C-
Figura
Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 110-121. Escalera:100pb
b
Mapa
Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12
Mx 100pb 110 111 112 | 113 | 117 | 118 | 119 120 | 121 | C+ | C-
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Figura
Gel agarosa 2% de PCR de muestas BAZ 131-139. Escalera:100pb

Jod NS Ty 910 Cr C

Mapa
Pozo 1 2 3 4 ] 6 7 8 9 10 11 |12
Mx 100pb 131 132 | 133 | 134 | 135 | 136 | 137 138 | 139 | C+ | C-
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Apéndice E
Distribucion de especies de anfibios que han presentado declives
poblacionales
;
B i @‘/:’., S 1 n : -
| b P
.‘- ' . \ :Jr-i-‘x\
r ‘, % “1
Figura Rango de distribuciéon de P. Figura Rango de distribucion de P.
brunnata (IUCN 2011). goebeli (IUCN 2011).
-~ | Behze
-’\._. : I.f
& |
/ Guatemala - a—-——r
e e p, ,;
\.‘% « ,,’l o g : k Fommbery
T ] L. X
| _:J:UL\ | s P
Figura Figura .
Rango de distribucion de P. rex (IUCN Rango de distribucion de P. expectata
(IUCN 2011).

2011).

<

Figura Rango de distribucion de Broﬁelfohyla bromeliacia (IUCN 2011).



62

Apéndice F

Protocolo de extraccion de ADN

Se realizé la modificacion al protocolo de Zolan y Pukkila (1986).

1.

N o v

Se secd el hisopo con las muestra en la campana de flujo laminar para que los restos
de etanol se evaporen.

Se agregd 600 pl de buffer de extraccion (1% CTAB, 0.7 M NaCl, 50 mM Tri-HCI
pH 8, 10mM de EDTA y 1% de 2-mercaptoetanol) a cada muestra.

Las muestras se incubaron a 60 °C por cuatro horas en el caso de los hisopos
delgados y por siete horas en el caso de los hisopos gruesos.

Se elimind el hisopo y se agregd 600 pul de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1.

Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 13,200 rpm.

Se recupero el sobrenadante y se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 ml.

Se agregd un volumen de isopropanol frio e incubar a -20 °C para que se precipitaran
los acidos nucleicos.

Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 13,200 rpm y se descartd el
sobrenadante. Se dejo secando el pellet hasta que todos los restos de isopropanol se

evaporaran.
Por 1ultimo se resuspendi6 el ADN en 40 pl de buffer TE (10mM Tris-HCI; SOmM

EDTA).
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Apéndice G
Fotografias de campo (O.A. Zamora 2010-2011)

-~ £

Figura P lectrohyla hartwegii colectada en Figura Bolitoglossa daryorum colectada en
2l Biotopo Mario Dary, Baja Verapaz. Piedras Quebradas, Chilascé, B. Verapaz.

figura Plectrohyla quecchi colectada en el
3iotopo Mario Dary, B. Verapaz.

Figura. Boli';‘oglossa rufescens colectada
en Bosque Municipal La Union, Zacapa.

‘igura Bolitoglossa helmrichi colectada en Figur. Lithobates sp. colectada o0 La

!l Biotopo Mario Dary, B. Verapaz. Unién, Zacapa.
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Figura. Craugastor lineatus colectado en
La Trinidad, Tajumulco, San Marcos

Y
‘igura. Plectohyla matudai colectada en
fineca Buena Vista, Montaiias Las

sranadillas, Zacapa

” | >
“ ™ g . X N
igura. Ptychohyla hypomykter colectada Figura. Bolitoglossa Sflavimembris
n Finca Buena Vista, Zacapa. Este colectada en La Trinidad, Tajumulco,
San Marcos

adividuo tuvo resultado positivo para Bd.

:!gura. l‘; milisca baudinii coleftada en Figura.Bolioglossa éngeth;dti colectada
‘mca . uena Vista, Montafias Las en Reserva del Quetzal, San Rafael Pie de
Enanadil; Zdcap, la Cuesta, San Marcos.



igura. Plectrohyla sagorum colectada en
Reserva del Quetzal, San Rafael Pie de la
Cuesta, San Marcos.

i S -

F:gu ra.hl;tj;‘:chohyla salvadorensis colectada
en Aldea Santa Rosalia, Esquipulas,
Chiquimula

Figura. Bolitoglossa heiroreias colectada
en Reserva El Durasnal, Aldea Santa

Rosalia, Chiquimula
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Figura. Lithobates maculatus colectada en
Aldea Santa  Rosalia, Esquipulas,
Chiquimula

Figura. Bolitoglossa rufescens colectada
en Finca La Sirena, Izabal

-~

Figurﬁ. Hpyalinobatrachium . ﬂeischanni
colectada en Finca La Sirena, Izabal



Figura
Bolitoglossa mexicana colectada en Finca La Sirena, Izabal

Figura
Ptychohyla euthysanota colectada en Finca Los Andes, Suchitepéquez

66
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Figura
Buscando salamandras en Finca Buena Vista, Zacapa.

Figura 57
“Don Chilo” de la Aldea Santa Rosalia, Esquipulas, desinfectando sus botas.




Apéndice H
Permisos de colecta del CONAP

Figura
Licencia de investigacion del CONAP
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dice I

Cuadro

Localidades, especies e informacidn de las colectas

70

Municipio,
Departame MSN Micro
L Localidad Coord. M # Género Especie habitat | Colectores # colecta Hora Fecha
Quebrada antes de
La  Unién, | cumbre de bosque | 14.95835; - Bolitoglos
Zacay icipy 89.28226 1216 Baz 001 sa rufescens Hoja J. Conde AJCP 117 23:10 D4AX/10
Quebrada antes de
La  Unién, | cumbre de bosque | 14.95835;- Craugasto
Zaca ici| 89.28226 1216 Baz 002 r laticeps Hoja G. Ruano GRF 276 23:00 04/1X/10
Charca
de J. Conde, A. Zamora,
La  Unién, | Camctera catrada | 14.95835;- cameter | €. Visquez, L.
Zacay a La Unidn 89.28226 1216 Baz 003 Lithobates | berlandieri a Garcia, G. Ruano CRVA 2075 23:00 05/1X/10
Charca
de J. Conde, A. Zamora,
La  Unién, | Carrctera cntrada | 14.95835;- cameler | . Visquez, L.
Zaca a La Unién 89.28226 1216 | Baz 004 Lithobates | berlandieri a Garcia, G. Ruano CRVA 2076 23:00 05/1X/10
Charca
de J. Conde, A. Zamora,
La  Unién, | Carrctera entrada | 14.95835;- cameter | C. Vasquez, L
Zaca a La Unibén 89.28226 1216 | Baz 005 Lithok berlandieri a Garcia, G. Ruano CRVA 2077 23:00 05/1X/10
Charca
de J. Conde, A. Zamora,
La Unién, | Camctera enrada | 14.95835:- carcter | C. Visquez, L.
Zaca aLa Unién 89.28226 1216 | Baz 006 Lithobates | berlandieri a Garcia, G. Ruano AJCP 118 23:00 05/1X/10
Las 1. Conde, A_ Zamora,
Granadillas | RNP Bosque de | 14.98928:- Craugasto Hojamss | C.  Vdsquez. L.
| - Zacapa | Finca Bella Vista | 89.42013 1222 | Baz007 | r laticeps ca Garcia, G. Ruano CRVA 2086 | 22:07 OB/IX/10
Las J. Conde, A. Zamora,
Granadillas | RNP Bosque dc | 14.98928;- Hypopach Hojaras | C.  Visquez, L.
- Zacay Finca Bella Vista 89.42013 1222 Baz 008 us J ca Garcia, G. Ruano AJC 123 22:32 08/1X/10
Las 1. Conde, A. Zamora,
Granadilias | RNP Bosque de | 14.98928;- Craugasto Hojaras | €. Visquez, L.
—‘..@L Finca Bella Vista 89.42013 1222 Baz 009 r sp. [ Garcia, G. Ruano LGRO14 22:25 OR/IX/10
Las Quebrada Este J. Conde, A. Zamora,
Granadillas | RNP Bosque | 14.92646;- Bolitoglos Hojamas | C.  Visquer, L
2 Finca Bella Vista | 89.42097 1212 | Baz010 sa rufescens ca Garcia, G. Ruano LGROI7 21:45 08/1X/10
Las Quebrada_ Este 7 Conde, A. Zamora,
Granadillas | RNP Bosque | 14.92646;- Craugasto Hojams | C.  Visquez, L.
z Finca Bella Vista | 89.42097 1212 | Baz 011 r rostralis = Garcia, G. Ruano GRF 286 22:25 08/1X/10
Las Qucbrada  Este J. Conde, A. Zamora,
Granadillas | RNP ue | 14.92646;- Bolitoglos Hojams | C.  Visquez, L.
- Zaca Finca Bella Vista 89.42097 1212 Baz 012 sa rufescens ca Garcia, G. Ruano OAZ 96 22:06 08/1X/10
Las Quebrada  Este J. Conde. A. Zamora,
Granadillas | RNP Bosque | 14.92646;- Craugasto Hojams | C.  Visquez, L.
. Zaca Finca Bella Vista 89.42097 1212 Baz 013 (< laticeps ca Garcia, G. Ruano AJCP 126 22:17 08/1X/10
Las Qucbrada  Este J_ Conde, A. Zamora,
Granadillas | RNP Bosque | 14.92646;- Craugasto Hojaras | C.  Viasquer, L.
;Z"’.EE_ Finca Bella Vista | 89.42097 1212 | Baz 014 r laticeps ca Garcia, G. Ruano AJCP 127 08/1X/10
La Quebrada _ Este 3. Conde, A, Zamora,
Granadillas | RNP Bosque | 14.92646;- Hypopach Hojaras | C.  Visquez, L.
2 Finca Bella Vista 89.42007 1212 Baz 015 us variolosis ca Garcia, G. Ruano CRVA 2087 18:55 OB/IX/10
Las Quebrada_ Ocste
Granadillas | RNP Bosque | 14.92966;- Plectrohyl A. Zamora, Jacabo
. Zaca Finca Bella Vista 89.41877 1242 | Baz0l6 a matudai Conde, G. Ruano NC 15:53 09/1X/10
Las Quebrada_ Oeste
Granadillas | RNP Bosque | 14.92966;- A. Zamora, Jacabo
. Zaca) Finca Bella Vista 89.41877 1242 Baz 017 Smilisca baudinii Conde, G. Ruano AJCP 128 16:58 09/1X/10
— 1
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Municipio,

Depaname MSN Micro

nlo Localidad Coord. M i Género Especic Ibitat | Colectores # colecta Hora Fecha

Las Quebrada  Oeste A, Zamora, C.

Granadillas | RNP Bosque | 14.92966;- Plectrohyl Visquez, L. Garela,

. Zacapa Finca Bella Vista 89.41877 1242 | Baz 018 a matudai G. Ruano NC 09/1X/10

Las Quebrada  Oeste A Zamora, C.

Granadillas | RNP Bosque | 14.92966;- Prycholyl Visquez, L. Gareia,

. Zacapa Finca Bella Vista | 8941877 1242 | Baz 019 a Iypomykter . Ruano AICP 131 09/1X/10
A Zamora, C.

La Unién, | Carrctera  camino | 14.90651;- Engystom Visquez, L. Garcia,

| Zacapa a Jocotin 893247 1345 | Baz020 | ops pastutosus | Suclo | G. Ruano LGR 021 21:20 12/1X/10
A Zamora,  C

La Unién, | Carrctera camino | 14.90651;- Engystom Visquez, L. Garcia,

Zacapa a Jocotdn 89.3247 1345 | Baz 021 ops. f Suclo G. Ruano CRVA2112 21:20 12/1X/10 |
A Zamom, C.

La Unién, | Carretera camino | 14.90651;- Visquez, L. Garch,

| Zacapa a Jocotdn 89,3247 1345 | Baz 022 Smilisca bawdinil G. Ruano CRVA 2110 21:20 12/1X/10
A Zamora,  C

La Unién, | Carretera camino | 14.90651;- Visquez, L. Garcia,

| Zacapa 2 Jocotin | 89.3247 1345 | Baz 023 Smiilisca baudinii G. Ruano CRVA 2111 21:20 12/1X/10

Caserio

Nueve San G

Francisco, | Quebrada camino | 15.00421:-

SanMarcos | aFinca Argentina | 92.01503 a1 Baz 024 Lithobates | maculatus Hoja G. Ruano GRF 296 19:30 25/1X/10

Caserio

Nuevo San

Francisco, | Quebrada camino | 15.00421:- Hojaras

San Marcos | a Finca Argentina | 92.01503 971 Baz 025 Lithobates | maculatus? ca G. Ruano GRF 297 19:30 25/X/10

Caserio

Nuevo San 14.99035;-

Francisco, 09201421 Craugasto Hojaras

San Marcos 874 Baz 026 r sp. ca G. Ruano GRF 298 06:45 26/1X/10

Caserio

Nuevo San 14.99035;-

Francisco, 9201421 Plectrohyl

San Marcos 874 Baz 027 a matudal Hoja G. Ruano GRE 300 06:45 260X10

Santa

Barbara,

Suchitepéq Craugasio Hojaras

UEZ Finca Los Andes 14.54922;-91.182 1470 | Baz 028 r rhodophis <] G. Ruano, L. Garcia NC 14:15 29/X/10

Santa

Barbara,

Suchitepéq | Cafetal UE, Finca | 14.5H91;- Craugasio Palo en

uez Los Andes 911815 1386 | Baz 029 r rhodophis | cafetal | G. L. Garcla | NC 2018 29/X110

Santa

Birbara,

Suchitepéq Craugasto

uez Finca Los Andes 14.54922;-91.182 1470 | Baz 030 r Sp. G. Ruano, L. Garcia GRF 321 29/X/10

Santa

Birbara,

Suchitepéq Craugasio

ez Finca Los Andes 14.54922:-91.182 1470 | Baz 031 r rhodophi; G. Ruano, L. Garcia GRF 320 29/X)10

Santa

Bérbara,

Suchitepéq Craugasto

uez Finca Los Andes 14.54922::91.182 | 1470 | Baz 032 r rhodophis G. Ruago, L. Garcla | GRF 318 29/X/10
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MSN Micro
nto Localidad Coord. M i Género | Especic bt | Ce # colecta Hora Fecha
Santa
Bérbara, Quecbrada  Santa
Suchitepdq | Ménica, Finca Los | 14.53344;- Plectrohyl Quebra
uez Andes 91.1869 1243 | Baz 033 a sagorun da G. Ruano, L. Garcia GRF 309 23:30 20/X/10
Sania
Bérbara, Quebrada  Santa
Suchitepdq | Ménica, Finca Los | 14.53344;- Prychohyl
uez Andes 91.1869 1243 | Baz 034 a cuthysaniata__| Hoja G. Ruano, L. Garcia | GRE 312 23:50 29/X/10
Santa
Birbara, (uebrada  Santa
Suchitepdq | Ménica, Finca Los | 14.53344;- Pucholyt
| vez Andes 91.1869 1243 | Baz035 | a ‘euthysanota | Hoja | G. Ruavo, L Garcia | GRE 311 00:00 29/X/10
Santa
Birbara, Quebrada  Santa Hoja
Suchitepdq | Monica, Finca Los | 14.53344;- Prychoind de
uez Andcs 91.1869 1243 | Baz 036 a euthysanota platano | G. Ruano, L. Garcia GRF 313 00:00 29/X/10
Santa
Birbara,
Suchitepéq | Cafetal UE, Finca | 14.54491:- Craugasto
uez Los Andes 91.1815 1386 | Baz 037 r hodoph Cafetal | G. Ruano, L. Garcia GRF 308 21:30 29710
Santa
Béarbara,
Suchitepéq | Cafetal UE, Finca [ 14.54491;- Craugaste Hojaras
uez Los Andes 91.1815 1386 | Baz 038 r rhodophis ca G. Ruano, L. Garcia GRF 306 20:51 29/X/10
Santa
Birbara,
Suchitepéq
uez Finca Los Andes 14.54922:-91.182 1470 | Baz 039 Lithob le G. Ruano, L. Garcia GRF 327
Santa
Bérbara,
Suchitepéq 14.53344;- Plectrohyl
uez Bosque Manaqui 91.1869 1243 | Baz 040 a matudai Hoja G. Ruano, L. Garcia__| GRF 317 22:20 30/X/10
La Trinidad,
Tajumulco, | Quebrada Rio | 14.99493;- Plectrohyl
San Marcos | Tzoc = 91.91782 1759 | Baz 041 a matudai Armroyo | J. Conde, C. Visquez | AJCP 145 23:17 09/XI10
La Trinidad,
Tajumulco, | Quebrada Rio | 14.99493;- Plectrohyl Arbust
San Marcos | Tzoc 91.91782 1759 | Baz 042 a matudai oS J. Conde, C. Viisquez | CRVA 2343 23:17 09/X1/10
J. Conde, C. Visquez,
La Trinidad, L. Garcia, G, Ruano,
Tajumulco, | Sector 14.99352;- Bolitoglos Bromel | A. Zamora y R
San Marcos | Chiquilinite 91.91702 1870 | Baz 043 sa Sflavi bri. ia Romero AJCP 140 11:37 09/X1/10
J. Conde, C. Viisquez,
La Trinidad, L. Garcia, G. Ruano,
Tajumulco, | Sector 14.99352;- Bolitoglos Bromel | A. Zamora y R.
San Marcos | Chiquilinite 91.91702 1870 | Baz 044 sa flavimembris | ia Romiero CRVA 2325 10:45 09/XI/10
San Rafael
Pic de la
I Reserva del | 14.93889:- Plectrohyl 22:30-
Marcos Quetzal 91.87347 1758 | Baz 045 a sagorum Hojas ). Conde, C. Viisquez | CRVA 2378 23:00 14/X1/10
San Rafacl
Pic de la
Cuesta, San | Resenva del | 14.93889;- Plectrohy! 22:30-
Marcos Quetzal 91.87347 1758 | Baz046 | a sagorum Hojas | J. Conde, C. Visquez. | CRVA 2377 | 23:00 14/X1/10
San Rafacl
Pic de la
Cuesta, San | Reserva del | 14.93889;- Plectrohyl 22:30-
Marcos Quetzal 91.87347 1758 | Baz 047 a sagorum Hojas J. Conde, C. Visquez | NC 23.00 147X1/10
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nto Localidad Coord. M # Género | Especie habiat | C # colecta Hora Fecha
San Rafacl
Pic de la
Cuesta, San | Reserva del | 14.93889;- Plectrohyl 22:30-
Marcos Quetzal 91.87347 1758 | Baz 048 a sagorum Hojas J. Conde, C. Visquez | NC 23:00 14/X1/10
San Rafacl
Pic de Ia
Cuesta, San | Reserva del | 14.93889;- Craugasto Hojaras | G. Ruano, L. Garcia,
Marcos Quetzal 91.87347 1758 | Baz 049 r lineatus ca A. Zamora GRF 343 23:.05 147X1/10
Salamd, 15.06489;-
Baja Chilascé., Piedras | 90.06073 Bolitoglos J. Conde, E. Leiva, A.
Verapaz S, 2122 | Baz 050 sa helmrichi Tallo Zamora 0AZ 034 21:30 24/1/11
Salamd,
Baja Chilascé. Piedras | 15.06315;- Bolitoglos J. Conde, A. Zamora,
Verapaz___| Quebradas 90.06183 1997 [ Baz051 | sa helmrichi Hoja | L Garcia LGR 0404 22:09 25/1/1L
Salamd,
Baja Chilascd. Piedras | 15.06315;- Craugasto ). Conde, A. Zamor,
Verapaz 90.06183 1997 | Baz 052 r bocourti L. Garcia LGR 041 22:43 25111
Purulhd, Biotopo del
Baja Quetzal (Sendero | 15.21101;- Cravgasto C.  Visquez, A
Ve de los Helechos) 90.21598 1790 | Baz 053 r lineatus Suelo Zamora AICP 171 22:53 261411
Purulhd, Biotopo del
Baja Quetzal (Sendero | 15.21101:- Bolitoglos C. Visquez, A
Verapaz de los h 90.21598 1790 | Baz 054 sa helmrichi Hoja Zamora CRVA 2453 22:52 26//11
Purulhd, Biotopo del
Baja Quetzal (Sendero | 15.21101:- Plecirohyl C.  Visquezr, A
Verapaz de los Helechos) 90.21598 1790 | Baz 055 a pokomchi Hoja Zamora CRVA 2452 22:15 26/1/11
Purulhi, Biotopo del Orilla
Baja Quetzal (Sendero | 15.21101;- Craugasto sender | C.  Visquez, A,
Verapaz de los 90.21598 1790 | Baz 056 r lineatus 0 Zamora OAZ 039 22:20 26//11
Purulhd, Biotopo del Hoja
Baja Quetzal (Sendero | 15.21101;- Plectrohyl orilla C. Visquez, A.
Verapaz de los Helechos) 90.21598 1790 | Baz 057 a quecchi rio Zamora CRVA 2451 22:10 26/1/11
Purulhd, Biotopo del Hoja
Baja Quetzal (Sendero | 15.21101;- Cryplotrit en C.  Visquez, A
Verapaz de los Helechos) 90.21598 1790 | Baz 058 on veraepacis pared Zamora OAZ 038 22:01 26/1/11
Purulhd, Finca Sachut.
Baja sendero hacia la | 15.24221:- Craugasto Hojaras | L. Garcia, C.
Verapaz izquierda 90.1917 1668 | Baz 059 r lineatus c Visquez, A. Zamora__| CRVA 2470 22:01 28/1/11
Purulhd, Finca Sachut, Tronco | L. Garcia, E. Leiva,
Baja sendero hacia | 15.24221;- Bolitoglos helech | A. Zamora, J. Conde,
Verapaz arriba 90.1917 1605 | Baz 060 sa helmrichi o C. Visquez. NC 23:00 2811
Purulhd, Finca Sachut, L. Garcia, E. Leiva,
Baja sendero  hacia la | 15.24221;- Craugasto A. Zamora, J. Conde,
Verapaz izquicrda 90.1917 1668 | Baz 061 r lineatus Hoj C. Visquez OAZ 42 22:06 29111
Huchuetena | Aldea Bucnos | 15.87882;- Craugasto IM. Pérez, M. Oliva,
ngo Aires Chiblac 91.24893 Baz 062 r xucanebi E. Lopez NC
Huchuetena | Aldea Buenos ]93;32:2?3 Craugasto JM. Pérez, M. Oliva,
Lngo Aires Chiblac Baz 063 r xucanebi E. Lopez NC
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15 87882,

Huchuciena | Aldea Buenos 9124893 Craugasto J.M. Pérez, M. Oliva,

ngo Aires Chiblac 5 Baz 064 r lineatus? E. Lopez NC

Huchuctcna | Aldea Bucnos Iﬁggﬁg. Craugasto I M. Pérez, M. Oliva,

ngo Aires Chiblac ) Baz 065 r E. Lopez NC

Huchuctena | Aldea  Buenos f,slgzg';i Craugasto JM. Pérez, M. Oliva,

ngo Aires Chiblac % ) Baz 066 r E. Lopez NC

Huchuetena | Aldea  Bucnos fflggﬁ Craugasto 1 M. Pércz, M. Oliva,

ngo Aires Chiblac 5 Baz 067 is xucanebi E. Lopez NC

87882;-

Huchuetena | Aldea Buenos ;SI 82 42?3' Craugasto J.M. Pérez, M. Oliva,

ngo Aires Chiblac : Baz 068 r xucanebi? E. Lépez NC

Huchuctena | Aldea  Bucnos f,";‘slz?;f' Hyalinoba I M. Pérez, M. Oliva,

ngo Aires Chiblac i Baz 069 trachium Mleish E. Lopez NC
L. Garcia, J. Conde,

La Union, | Cumbre de | 14.94364:- Bolitaglos C.  Vasquez, G.

Zacapa Bosque Municipal | $9.27607 1452 | Baz 070 sa rufescens Hoja Ruano, A. Zamora NC 24:10:00 221011

Las

Granadillas | RNP Bosque de | 14.98928;- Sobre

. Zacapa Finca Bella Vista | 89.42013 1222 | Baz 071 Lithobates | sp. rio J. Conde, C. Vésquez | AICP 194 23:00 231011

Las

Granadillas | RNP Bosque dc | 14.98928;- Pivchohvi

. Zacapa Finca Bella Vista 89.42013 1222 | Baz 072 a hypomykter Hoja J. Conde, C. Vésquez | AJCP 205 23.00 2411111

Las

Granadillas | RNP Bosque de | 14.98928;- Prtvchohyl

. Zacapa Finca Bella Vista 89.42013 1222 | Baz 073 a hypomykter Hoja_ J. Conde, C. Visquez | CRVA 2534 23:10 241711

Las

Granadillas | RNP Bosque de | 14.98928;- Plectrohyl

. Zacapa Finca Bella Vista 89.42013 1222 | Baz 074 a matudai Tallo J. Conde, C. Vasquez | AJCP 204 22:36 24111

La Union, 14.90733;- Bolitoglos L. Garcia, J. Conde,

Zacapa Brecha 2 Timuxan | 89.32535 1227 | Baz 075 sa conanti Hoja C. Visquez LGR 076 2235 26/1711

La Union, 14.90733;- Bolitoglos L. Garcia, J. Conde,

Zacapa Brecha 2 Timuxan | 89.32535 1227 | Baz 076 sa conanli Hoja C. Visquez CRVA 2540 20.03 2611711

La Union, 14.90733:- Bolitoglos L. Garcia, J. Conde,

Zacapa Brecha 2 Timuxan | 89.32535 1227 | Baz 077 sa conanti Hoja C. Vésquer. LGR 070 20:50 26/1U11
E. Lopez. M. Oliva,

Livingston, | Finca La Sircna | 15.71485;- Tlalocohyl A, Zamora, D.

Izabal (Lado Norte) 88.86066 10 Baz 078 a picta Hoja Ariano NC 20:26 047111
E. Lopez, M. Oliva,

Livingston, | Finca La Sirena | 15.71485;- Tlalocohy! A, Zamora, D.

lzabal (Lado Norte) 88.86066 10 Baz 079 a picta Hoja Ariano NC 20:31 041111
E. Lopez, M. Oliva,

Livingston, | Finca La Sirena | 15.71485;- Dendrops A, Zamora, D.

I1zabal {(Lado Norte) 88.86066 10 Baz 080 ophus microcefalus | Tallo Ariano NC 20:35 04/11/11
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Finca la Sirem.

Livingston, | Sendero de | 15.70139;- 135 Cratgasto Hojaras | E. Lopez, M. Oliva,

Izabal campamento 88.85222 Baz 081 r sabrinus ca A. Zamora NC 16:05 051111
Finca la Sirena.

Livingston, | Sendero de | 15.70139;- 135 Craugasto Hojaras | E. Lépez, M. Oliva,

Izabal campamento $8.85222 Baz 082 r sp. ca A. Zamora NC 20:00 05111
Finca la Sirena.

Livingston, | Sendero de | 15.70139;- 135 Craugasto E. Lépez, M. Oliva,

Izabal campaniento 88.85222 Baz 083 r sabrinus Pared A Zamora NC 20:07 05/11V11
Finca la Sircna

Livingston, | Sendero de | 15.70139;- 135 Bolitoglos E. Lépez, M. Oliva,

Izabal campamento 88.85222 Baz 084 sa rufescens Hoja A. Zamora NC 20:15 05/1Y11
Finca la Sirena

Livingston, | Sendero de | 15.70139;- 135 Craugasto E. Lépez, M. Oliva,

Izabal campaimento 88.85222 Baz 085 r sabrinus Hoja A. Zamora NC 21:14 05/1111
Finca la Sirena

Livingston, | Sendero de | 15.70139;- 135 Craugasto E. Lépez, M. Oliva,

Izabal p 88.85222 Baz 086 r Hoja A. Zamora NC 21:21 05711111
Finca la Sircna

Livingston, | Sendero de | 15.70139;- 135 Craugasto E. Lopez, M. Oliva,

[zabal cany o 88.85222 Baz 087 r sabrinus Hoja A. Zamora NC 21:4 0511111

Livingston, | Finca La Sirena. | 15.70001;- 95 Craugasto Hojaras | E. Lépez, M. Oliva,

Izabal Sendero calaratas 88.84989 Baz 088 r sabrinus ca A. Zamora NC 21:34 0511111

Livingston, | Finca La Sirena. | 15.70001;- 95 Craugasto Hojaras | E. Lépez, M. Oliva,

Izabal Sendero cataratas | 88.84989 Baz 089 r sabrinus ca A. Zamora NC 21:41 051111

Livingston, | Finca La Sirena. | 15.70001;- 95 Craugasto E. Lopez, M. Oliva,

1zabal Sendero cataratas 88.84989 Baz 0% r Piedra A. Zamora NC 22:15 0511111

Livingston, | Finca La Sircna. | 15.70001;- 95 Hyalinoba E. Lopez, M. Oliva,

Tzabal Sendero cataratas | 88.84989 Baz 091 trachium fleish Hoja A. Zamora NC 21:43 05/1I11

Livingston, | Finca La Sirena. | 15.7000]:- 95 Craugasto E. Lépez, M. Oliva,

Izabal Sendero cataratas | 88.84989 Baz 092 r sabrinis Piedmas | A. Zamora NC 22:25 05/MY11

Livingston, | Finca La Sircna. | 15.70096;- Bolitoglos Palmer

1zabal Campamento 88.8518 105 Baz 093 sa rufescens a D. Ariano NC 10:30 05111

Livingston, | Finca La Sirena. | 15.70001;- 95 Bolitoglos

Izabal Sendero cataratas | 88.84989 Baz 094 sa mexicana Hoja D. Ariano NC 18:40 05/11111
Finca La Sircna.

Livingston, | Pocita del | 15.70096;-

Izabal campamento 88.8518 105 Baz 095 Incilius camphbelli Suclo D. Ariano NC 19:00 05Mv1L

Livingston, | Finca La Sirena. | 15.70096;- Craugasto Hojaras

Izabal Campamento 88.8518 105 Baz 096 r sabrinus ca D. Ariano NC 19:30 05/1/11
Finca La Sircna.

Livingston, | Pocila del | 15.70096;- Craugasto

Izabal nio 8R.8518 105 Baz 097 r sabrinus Piedras | D. Ariano NC 19:00 0511
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JM. Pérez, M. Oliva,
Morales, 15.40708;- D. Da Costa, M. 02/XIV1
Izabal Sicrra de Caral 88.69541 540 Baz 098 Oedipina__| elongata Acevedo, A. Zamora 1
J M. Pérez, M. Oliva,
Morales, 15.40708;- Hojaras | D. Da Costa, M. 04/X311
Izabal Sicrra de Caral 88.69541 340 Baz 099 Oedipina__| elongata <ca Acevedo, A. Zamora 21:00 1
JM. Pérez, M. Oliva,
Morales, 15.40708;- Bolitoglos D. Da Costa. M. 02/X1U1
Lzabal Siera de Caral 88.69541 340 Baz 100 sa duanni Acevedo. A Zamora 1
Reserva del
Heloderma
Cabaiias, (Quecbrada Sobre E. Lopez, M. Oliva,
Zacapa Calderdn) 14.868,-89.79 600 Baz 101 Smilisca baudini rio A. Zamora NC 21:35 191111
San Rafacl
Pic de la 14.93889;-
Cucsta, San | Reserva del | 91.87347 Plectrohyl L. Garcia, E. Lopez,
Marcos Quetzal 1758 | Baz 102 a sagorum Tallo E. Leiva NC 23:28 26Mu11
San Rafacl
Pic de la
Cuesta, San | Reserva del | 14.93889:- Bolitoglos Dentro | E. Lépez, L. Garcia,
Marcos Ouetzal 91.87347 1758 | Baz 103 sa g tronco | E. Leiva OAZ 049 24:35:00 26/
San  Rafacl
Pic de la 14.93889;- A.  Zamon, G.
Cuesta, San | Reserva del | 91.87347 Bolitoglos Varand | Ruano, E. Lopez, L. 25/11120
Marcos Quetzal 1758 | Baz 104 sa il b a Garcia, E. Leiva 0DAZ 051 22:57 01
Hoja
sobr G. Ruano, L. Garcia,
Tajumulco , 14.99993;- Plectrohyl quebra | A. Zamora, E. Lépez,
San Marcos | Aldea La Trinidad | 91.92301 1723 | Baz 108 a matudai da R Romero GRF 422 23:58 08/1V/11
Aldea La Trinidad G. Ruano, L. Garcia,
Tajumulco , 14.99993;- Plectrohyl A. Zamora, E. Lopez,
San Marcos 91.92301 1723 | Baz 106 a matudai Tallo R. Romero NC 24:01 091V/11
Aldea La Trinidad G. Ruano, L. Garcia,
Tajumulco , 14.99993;- Plectrohy! A. Zamora, E. Léopez,
San Marcos 91.92301 1723 | Baz 107 a matudai Hoja R. Romero NC 24:04 09/1V/11
Aldea La Trinidad e
Hoja G. Ruano, L. Garcia,
Tajumulco , 14.99993;- Plectrolyl en A. Zamora, E. Lépez,
San Marcos 91.92301 1723 | Baz 108 a matudai tronco R. Romero DAZ 057 24:05 09/1V/11
Aldea La Trinidad G. Ruane, L. Garcia,
Tajumulco , 14.99993;- Plectrohyl | guatemalensi A. Zamora, E. Lépez,
San Marcos 91.92301 1723 | Baz 109 a s Hoja R.Romero OAZ 054 24:06 09/1V/1}
Aldea La Trinidad G. Ruano, L. Garcia,
Tajumulco , 14.99993:- Plectrohyl A. Zamora, E. Lopez.
San Marcos 9192301 1723 | Baz 110 a matudai Hoja R. Romero OAZ 055 24:04 091VA1
Aldea La Tnmidad Hoja
cn G. Ruano, L. Garcia,
Tajumulco , 14.99993;- Plectrohyl quebra | A. Zamora, E. Lopez,
San Marcos 91.92301 1723 | Baz 111 a matudai da R. Romero NC 24:11 Q9IVIL
Aldea La Trinidad Hoja
en G. Ruano, L. Garcia,
Tajumulco , 14.99993;- Plectrohyl quebra | A. Zamora, E. Lopez,
San Marcos 91.92301 1723 | Baz 112 a matudai R.Romero OAZ 056 2413 09/1VI11
Aldea La Trinidad G. Ruano, L. Garcia,
Tajumuleo , 14.99993;- Craugasto Hojaras | A. Zamora, E. Lopez,
San Marcos 91.92301 1723 | Baz 113 r loki ca R. Romero LGR 081 24:23 09/1V/11
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Purulhi Alidoa Sania G. Ruano, L. Garcia,
Baja Misiehls 1o Pliok | 1520083, Plectrohyl C. Visquez, A.
(ko W sendero | 90.90865;- 1616 | Baz 117 | Biychohyl # nsis Zamora, J. Conde CRVA 2020 15/V/10
ﬂ{.,ﬁ. .E. B A 368 | Baz 134 | a Hoja | & Seoairo, A 0AZ 073 2122 12/VI/11
Baja Alidea Santa | 15.20053;- Piychohyl C.  Visquez, A.
Verapar Wil ol Plan_| 90.20636 1616 |Baz118 | a Rama | Zamora, J. Conde NC 21:30 16/V/10
wilis | do La A sendero | 14.30263;- PrvchohyT G. Ruano, L. Garcia,
| (iguinmia | des T 92.- 1368 | Baz 135 | Prvcholyt | salvadorensis | Hoja | & SecaisgbeZamom | OAZ 070 21:29 12/VI11
Verapas Al (afetabanta | 90.20636 1616_| Baz119 | a hypomykter Rama_| Zamora. J. Conde NC 20:00 16/V/10
Tm“m\’ﬁm 1[I T G. Ruano. L. Garcia,
palas, | de L A sendero | 14,50083;¢ Ptychokyl Arbust | C.  Visquez, A
mw_y_m a Mobsigheeris Lo | ird, Gokdowora | Q82086 [ WS | IGINUIG |
Pu G. Ruoano, L. Garcia,
Baja Iisabias 1o Pl | 1520053, Piychohyl C. Visquez, A
sndeio | 030208 1616 | Baz 121 | Hivchohyl ter J_ Conde CRVA 2019 15/V/10
ol | ik e 2 | 1368 @ Jsa nsis_| Suelo | [NC___ 2130 T
Baja Alden Hanta | 15.20083;- Prychoigl Tromco | C. Visquez, A
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