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RESUMEN

La diversidad biolégica comprende al conjunto de ecosistemas, especies y
diversidad genética; siendo la diversidad genética una rama muy poco estudiada. Es
importante estudiarla debido a que es determinante en su capacidad de adaptacién a las
variaciones del ambiente e incluso a los efectos de la perturbacion humana. En este trabajo
se evalua la diversidad genética poblacional de Agalychnis moreletii, Agalychnis callidryas
y Ptychohyla hypomykter. Especies pertenecientes a la familia Hylidae, listados como
especies de preocupacion menor y vulnerable debido a la resistencia que presenta a la
alteracion y degradacion de su hébitat. Sin embargo, los estudios elaborados para estas
especies no se tomaron en cuenta la genética de poblaciones, por lo que no se conoce el
estado real de la poblacion.

Para ello el objetivo principal de este estudio es determinar la diversidad
genética poblacional de tres especies de Hyliade en Centroamérica. Para ello se implementd
el a través del ADN mitocondrial, en base a los genes 16S y Cyt b. Obteniendo secuencias
55 secuencias del gen 16S y 60 de Cyt b de A. moreletii por PhD. Alejandra Zamora, de
Guatemala y El Salvador. Por otro lado, para A. callidryas y P. hypomykter se obtuvieron
secuencias del NCBI de la region 16S, siendo 76 y 55 secuencias, respectivamente. De esta
forma se implementaron analisis para determinar el modelo de substitucion que mejor se
adapta a los datos, la presencia de polimorfismos, el indice de diferenciacion genética, el
test de neutralidad (D de Tajima), la presencia de haplotipos y analisis filogenéticos.

Por tanto, los resultados para este estudio sugieren que las poblaciones de A.
moreletii en el gen 16S y Cyt b, y para P. hypomykter en el gen 16S poseen una baja
diversidad de ADN. En cambio, en A. callidryas presenta altos polimorfismos que sugiere,
en un futuro, se genere especiacion alopatrica. Eventos como las barreras geograficas
podrian ser la causa de estos resultandos. Sin embargo, la incidencia humana puede que
haya provocado que se experimente perdida de flujo genético y por ende baja diversidad.
Por lo que los esfuerzos para la conservacion se centrarian en mejorar la conectividad entre
poblaciones y disminuir los riesgos que presenta la época seca.
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ABSTRACT

Biological diversity includes ecosystems, species and genetic diversity; being
genetic diversity a branch very little studied. It’s important to study, because is decisive in
the ability to adapt to environmental variations and even to the effects of human
disturbance. In this work, the population genetic diversity of Agalychnis moreletii,
Agalychnis callidryas and Ptychohyla hypomykter is evaluated. Species belonging to the
Hylidae family, listed as species of least concern and vulnerable, since their resistance to
the alteration and degradation of their habitat is good. However, the studies carried out for
these species did not take into account population genetics, so the current status is unknow.

For this reason, the main objective of this study is, determine the population
genetic diversity of three Hyliade species in Central America. For this, the mitochondrial
DNA was incorporate for the study, based on the 16S and Cyt b genes. Obtaining sequences
55 sequences of the 16S gene and 60 of Cyt b of A. moreletii by PhD. Alejandra Zamora,
from Guatemala and El Salvador. On the other hand, for A. callidryas and P. hypomykter
sequences were obtained from the NCBI of the 16S region, being 76 and 55 sequences,
respectively. In this way, analyzes were implemented to determine the substitution model
that best adapted to the data, the presence of polymorphisms, the genetic differentiation
index, the neutrality test (Tajima's D), the presence of haplotypes and phylogenetic
analyzes.

Therefore, the results for this study suggest that the populations of A. moreletii in the
16S and Cyt b gene, and for P. hypomykter in the 16S gene have low DNA diversity. On
the other hand, in A. callidryas presents high polymorphisms that suggest that in the future,
allopatric speciation is generated. Events such as geographic barriers could be the cause of
these. However, human incidence may have led to a loss of gene flow and therefore low
diversity. Therefore, conservation efforts would focus on improving connectivity between
populations and reducing the risks posed by the dry season.
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I.  INTRODUCCION

Los anfibios son uno de los grupos mas diversos a nivel mundial, pero también uno
de los mas amenazados. Mas de un tercio de los anfibios esta en peligro de extincion (Heying,
2003; Miller y Fowler, 2015; IUCN, 2020).

La diversidad de anfibios es de importancia para el medio ambiente debido a que
estos organismos brindan distintos servicios ecosistémicos. Entre los cuales destaca, control
de plagas en plantaciones de importancia econémica, los niveles de eutroficacion en sistemas
acuaticos, control de vectores, entre otros (Diaz — Garcia, et al., 2019). Sin embargo,
desempenar estos roles se ve afectado por declives en sus poblaciones. Principalmente al ser
vulnerables a los cambios en el ambiente; tales como la contaminacion o destruccion del
habitat, la introduccién de especies, la aparicion de enfermedades, los insecticidas, bacterias,
virus y hongos (Bosch, 2003).

Aunque actualmente Agalychnis moreletii y Agalychnis callidryas no presenta un
declive significativo en sus poblaciones, se puede manifestar un descenso en ella a largo
plazo. Al igual que para Ptychohyla hypomykter. Debido a la tendencia decreciente que estan
experimentando por acciones climéticas, enfermedades y efecto humano (IUCN, 2020). Las
consecuencias de que disminuyan las poblaciones pueden causar un declive de la diversidad
genética, haciendo a las poblaciones mas susceptibles a los cambios en su ambiente lo que
puede llevarlas a la extincion.

El presente trabajo determinara la diversidad genética poblacional de A. moreletii,
A, calidryas y P. hypomykter en diferentes sitios de Centroamérica. Para determinar los
niveles de diversidad genética en las diferentes especies Para el cual se obtuvo secuencias de
los organismos en distintas regiones, y de esta forma se llevd cabo andlisis estadisticos.
Determinando asi las posibles causas de la diversidad encontrada, y que poblaciones son
prioritarias para la conservacion de las especies.



II. OBJETIVOS

A. General
Determinar la diversidad genética poblacional de tres especies de Hyliade en
Centroamérica.

B. Especificos
1. Determinar si existen diferencias en la diversidad genética entre poblaciones
de A. moreletii con diferente grado de perturbacion.
2. Inferir si las poblaciones de estas especies han experimentado una reduccién
de sus individuos y las probables causas.
3. Proponer estrategias para la conservacion de A. moreletii en Guatemala en
base a los analisis genéticos.



I1l. JUSTIFICACION

Los anfibios son organismos importantes para los ecosistemas acuaticos y terrestres.
Cumplen diversos roles en la cadena tréfica, como detritivoros, consumidores primarios y
secundarios. Ademas, brinda distintos servicios ecosistémicos, como bioindicadores, y
control biolégico de plagas.

Aunque, actualmente A. moreletii y A. callidryas se encuentran listados como
especies de preocupacion menor debido a la resistencia que presenta a la alteracion y
degradacion de su habitat. La tendencia poblacional es decreciente (IUCN SSC Amphibian
Specialist Group, 2017, 2020). De igual forma. P. hypomykter se cataloga como una especie
vulnerable (IUCN SSC Amphibian Specialist Group, 2020). Por lo que en estas tres
poblaciones de Hylidae las amenazas podrian llevarla a un deterioro de su poblacion; en
especial por su dependencia a la época lluviosa para reproducirse (Roberts, 1994; Savage,
2002). Por lo que, con los eventos de cambio climatico, los periodos lluviosos seran menos
predecibles y se podria ver una tendencia hacia la disminucion de la cantidad y frecuencia.
También, la degradacion y destruccion de habitat por la agricultura, la tala y la contaminacién
(Wilsony McCranie, 2004), son factores que afectan a las especies, creando aislamiento entre
las poblaciones. Ademas, en las especies del género Agalychnis se enfrentan al comercio
ilegal, ofrecidas para la venta en el comercio internacional de mascotas (IUCN SSC
Amphibian Specialist Group, 2017, 2020). En cambio, para P. hypomykter el tamafio
poblacional y su distribucion restringida (Duellman. 1970)) afectan a la especie.

Por ello es necesario monitorear las poblaciones de cada especie para determinar las
acciones a seguir en su conservacion. Haciendo uso de herramientas genéticas para ampliar
y complementar la informacion acerca de los organismos. Debido a que los estudios
elaborados para estas especies no se tomaron en cuenta la diversidad genética. Utilizando
herramientas de biologia molecular.

Se podra conocer si existe flujo genético entre las poblaciones. Conocer cuan
variables o poco variables son genéticamente las especies de interés. Permitiendo establecer
si estas zonas son centros de diversidad genética que ayudan a la conservacién del espécimen.
Por lo que, el presente trabajo sera relevante para ampliar y complementar la informacién
que se conoce sobre A. moreletii, A. callidryas y P. hypomykter. Ayudando a contribuir en la
conservacion de estas especies, proveyendo informacion para implementar estrategias de
manejo y conservacion.



IV. MARCO TEORICO

A. Concepto de diversidad bioldgica

La diversidad biologica, o bien la biodiversidad, se refiere al conjunto de
ecosistemas, especies y diversidad genética (terrestre, marino y acuatico). Comprende la
variabilidad de los organismos vivos, asi como su ecologia. Por lo que se puede estudiar un
ecosistema, las especies dentro de los ecosistemas, razas, entre otros (Martinez, 2008; FAO,
2019).

La biodiversidad, es de importancia debido a que presta servicios ecosistémicos para
el bienestar humano (Organizacién Mundial de la Salud, 2020). Los bosques, por ejemplo,
brindan alimento, materiales de construccion, medicinas, plaguicidas, entre otros.
Constituyen un 60% de almacenes de carbono aéreo, y un 30% del suelo. Es importante en
la regulacion del clima, por sus efectos en la temperatura y la humedad relativa. Ademas,
absorben la radiacion solar transformandola con la fotosintesis. Sin embargo, durante la
ultima década se ha visto afectada por la deforestacion, cambio climatico, desertificacion y
el crecimiento de la poblacion (Balvanera, 2012). Esto afecta al ser humano a largo plazo en
la viabilidad, la productividad, disponibilidad de bienes y servicios. Generando como
consecuencias cambios de la distribucion de animales, agentes patdgenos, plantas e incluso
asentamientos humanos (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

Es por ello que existe un interés por preservar la biodiversidad. Debido a que han
representado un valor bioldgico y de sostenibilidad para los ecosistemas (Martinez, 2008).

La diversidad genética, son todas las variaciones heredables en cada organismo,
entre los individuos de una poblacion y entre poblaciones dentro de una especie. Esto es
determinante en su capacidad de adaptacion a las variaciones del ambiente e incluso a los
efectos de la perturbaciéon humana (Campbell y Reece, 2007). Es importante conservar la
diversidad genética ya que es el potencial evolutivo de las especies frente a posibles
respuestas (fisico y/o bioldgico). Puesto que a mayor variabilidad las especies tienen mayor
probabilidad de sobrevivir. Sin embargo, el estudio de la variabilidad genética de las especies
silvestres, es poco conocida (Randall, et al., 2008).

B. Medidas de diversidad genética

Existen diversos parametros, indicadores y medidas para estimar la diversidad
genética en una poblacion. Se puede emplear la variabilidad fenotipica, pedigri, marcadores
moleculares, secuencias de genes mitocondriales y nucleares (Martinez, 2008).

La variabilidad fenotipica, como su nombre lo indica, consiste en utilizar
caracteristicas fisicas. Sin embargo, utilizar Unicamente esta herramienta puede ser
inconveniente, ya que este factor depende del ambiente y este no suele ser uniforme en la
misma especie. Ademas, entra en juego que los caracteres fenotipicos presentan distinta
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heredabilidad, por lo que difieren fisicamente, en algunos casos, organismos de la misma
especie (Martinez, 2008).

El pedigri, es otra herramienta similar a la variabilidad fenotipica, se construye a
través de la genealogia. Se construye utilizando un rasgo o enfermedad, presente o ausente
en las generaciones (Elston y Stewart, 1971). Por lo que se podria calcular pardmetros como
el tamafio efectivo, el nivel y crecimiento por generacion de endogamia, coeficientes de
parentesco, entre otros. Sin embargo, no siempre se cuenta con esa informacion, por lo que
no es factible la obtencion de esa informacidn, principalmente en especies salvajes (Martinez,
2008).

Por ello, la utilizacién de los marcadores moleculares ha sido la mas utilizada para
estudiar la diversidad genética. Principalmente, porque se utiliza una zona de ADN que no
se codifica en proteinas y por tanto se puede conocer como ha evolucionado la variabilidad,
por acciones de la deriva genética o cuellos de botella. Se emplea por tanto marcadores
moleculares de tipo microsatélites o SNP (Martinez, 2008), asi como nucleares y
mitocondriales (Becerra y Paredes, 2000).

C. Biologia molecular en la conservacion de especies

A medida que las técnicas moleculares han ido avanzando a lo largo del tiempo,
estas se han vuelto indispensables para los problemas genéticos. Empleandolo para
determinar las relaciones que existen entre los individuos, poblaciones y especies (Haig,
1998). Por lo que se han aplicado en la biologia de la conservacion de especies,
principalmente para el estudio de especies en riesgo de extincion (Landweber y Dobson,
1999).

La estructura genética de poblaciones naturales ha sido afectada por la
destruccidn, fragmentacién de su habitat, contaminacion, calentamiento global, introduccion
de especies exoticas y la sobreexplotacion de los recursos naturales (Lande, 1999).

Principalmente, porque es importante mantener niveles adecuados de diversidad
genética inter e intra poblacional. Debido a que, si algunos de estos factores afectan a una
poblacidn, la supervivencia no puede ser asegurada (Haig, 1998).

Para el estudio de genética de poblaciones se han empleado marcadores
moleculares que aportan datos para elaborar medidas a favor de la conservacion de especies.
(Lanteri et al., 2002). Se han empleado marcadores de ADN de tipo RFLP (anélisis de
polimorfismo para la longitud de fragmentos de restriccion), RAPD (analisis al azar de
polimorfismos de ADN), huellas digitales de ADN y secuenciacion de ADN mitocondrial
(Soltis et al., 1998); los cuales son fundamentales para el monitorio de las poblaciones
(Samways, 1994).

Se obtiene informacion de los limites de las poblaciones, su estructura, los patrones
de migracion, flujo génico interpoblacional, y deteccion de declive ante su habitat (Avise y
Hamrick, 1996). Por ello, se ha convertido en una herramienta importante para la biologia de
la conservacion, ya que al estudiar las poblaciones se podria evitar la extincion de las
especies. Desarrollando estrategias de conservacién, tales como corredores bioldgicos,
restauracion de areas degradadas, translocacion de individuos de poblaciones, entre otros
(Landweber y Dobson, 1999; Loo, 2011).
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D. El genoma mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula circular, reportando en algunas
especies 19,904 pares de nucle6tidos contenida en las mitocondrias (Vazquez, Gomez y
Malo, 1995; Huang et al., 2019). Ademas, se caracteriza por ser heredado por linea materna,
y por presentar una alta tasa de mutacion y fijacion (Vazquez, Gomez y Malo, 1995; FAO,
2017). De esta forma al implementar marcadores mitocondriales permite la reconstruccion
de las relaciones evolutivas de las especies y la deteccion de hibridacion entre especies (FAO,
2017). Sin embargo, dependiendo de la region a estudiar se obtienen distinta informacion.

Las secuencias mitocondriales de la subunidad 16S del ARN ribosémico, se
caracteriza por ocupar 1/10 del genoma mitocondrial completo. Asi como se han reportado
que posee numerosas sustituciones de nucledtidos (Yang et al., 2014). Es el mas utilizado
para elaboracidn taxondmica y determinacion de la variabilidad genética de distintas especies
(Paternina, Verbel — Vergara y Bejarano, 2016). En anfibios se ha demostrado que esta region
es mas efectiva para estudios genéticos que el COI (Vences et al., 2005). Sin embargo, al
conformar solo una parte del genoma, la informacion que proporciona es minima. Por ello,
se puede complementar los estudios con mas marcadores moleculares que codifican para
distintas regiones

El uso del gen citocromo b (Cyt b) es una buena alternativa para complementar la
informacion, ya que nos permite comparar entre especies del mismo género o la misma
familia (Castresana, 2001). Estableciendo relaciones taxondmicas, y a la vez permite
determinar la variacion genética intra e interespecifica de poblaciones (Rosero — Galindo,
Montenegro — Coral y Garcia — Lopez, 2015). De esta forma la aplicacion de distintos
marcadores codificantes para regiones especificas del gen mitocondrial puede ampliar la
informacion de las poblaciones o la especie.

E. Estrategias de conservacion de recursos genéticos

Conociendo como se comporta la poblacion, se podrian establecer métodos o
estrategias para conservar a la especie o recurso de interés. Debido a que se identifica las
poblaciones que contribuyen a la diversidad genética global y por lo tanto posee un mayor
potencial para el aumento de la diversidad del recurso genético (FAO, 2019). Por lo que hay
que tomar en cuenta la evaluacion de:

e La diversidad de caracteres, combinaciones reconocibles de caracteristicas
fenotipicas que definen a la especie.
e Ladiversidad genética molecular.
e Evidencia de aislamiento genético en el pasado a consecuencia de un aislamiento.
(FAO, 2019)

Debido a que se debe tener un nivel amplio del estudio de una especie o poblacion,
es importante considerar la importancia que tiene para el ambiente e inclusive para el ser
humano. Por lo que, la biodiversidad juega un papel importante para lograr conservar los
recursos genéticos, ya que si no se preserva la variabilidad la existencia de los mismo
disminuira afectando al ecosistemay los seres humanos (Estrella, et al., 2005). Por ello, debe
seleccionarse un modelo que requiera de estrategias de auto sostenimiento.




F. Generalidades de Anura

Las ranas (Orden: Anura) son el grupo mas diverso y extendido de los tres 6rdenes
de anfibios que existen. Se encuentran en todos los continentes, exceptuando la Antartica,
algunas islas oceénicas y desiertos xéricos. Reportando asi mas de 6,200 especies alrededor
del mundo, donde la mayor diversidad se encuentra en los tropicos, adjudicandoles mas de
4,000 especies (Heying, 2003; Miller y Fowler, 2015).

Los anuros, son tan diversos, ya que han logrado adaptarse a distintos ecosistemas:
acuatico, acuatico — terrestre, terrestre, arboreo y fosorial (Dodd, 2010). Debido a sus
distintos estilos de vida y sinapomorfias, se han reportado méas de 54 familias (Heying, 2003;
Miller y Fowler, 2015). Morfolégicamente poseen algunas diferencias segin sus
adaptaciones a su hébitat, pero no en su ciclo de vida (Figura 1), a excepcion de algunos
géneros.

Extemd gils

OfFactory
organ

Tail bud

Sucker

Figura 1. Ciclo de vida Anura. a) Los huevos se rodean por una cubierta gelatinosa, b)
segmentacion del huevo, c) el embrion se nutre del vitelio, esbozo de la cola, d) un pliegue
cutaneo crece cubriendo las branquias externas, €) el agua sale por el espiraculo, f) patas
posteriores y anteriores emergen, g) la cola se acorta por reabsorcion, metamorfosis casi
completa, h) rana sexualmente madura a los 3 afios, i) ranas en amplexo, los huevos
fecundados se depositan.

(The Gale Group, 2006)

En la fase larval (Figura 1, ¢ — f) son acuaticas (renacuajos), por lo que poseen
branquias internas y la ausencia de dientes verdaderos, puesto que se alimentan de algas
(Heying, 2003; Duellman y Zug, 2019).

Por otra parte, en la etapa adulta (Figura 1, h — i), su principal caracteristica, y tal
como lo sugiere el nombre del orden, es que no posee cola. Posee entre nueve 0 menos
vertebras; en donde las tres y cuatro posteriores al sacro se fusionan formando el urdstilo. El
radio y el cubito, la tibia y el peroné se fusionan entre si. Ademas, el astrdgalo y el calcéneo,
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son muy alargados, lo que permite saltar (Figura 2). El dentario, carece de dientes, pero el
maxilar y el premaxilar generalmente los poseen. La lengua es a menudo grande y libre
posteriormente. Su intercambio de gases es a través de la piel, y complementa el oxigeno que
reciben los pulmones. Los machos de la mayoria de las especies tienen sacos vocales; y su
fertilizacion es externa, adoptando una postura de apareamiento llamada amplexus (Heying,
2003; Miller y Fowler, 2015; Dodd, 2010).
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Figura 2. Anatomia de Anura. Esquema anatomico basico de la conformacion de Anura.
(Hickman, Roberts y Larson, 1998)

G. Anfibios y servicios ecosistémicos

Los servicios ecosistémicos se refieren a los beneficios que los humanos obtienen
de los ecosistemas. Estas se catalogan en cuatro: servicios de regulacion (ej.: control de
plagas y regulaciéon de clima), servicios de provision (ej.: alimentos y medicamentos),
servicios culturales (ej.: beneficios espirituales y recreativos) y servicios de apoyo (gj.: ciclo
de nutrientes y productividad primaria) (Diaz — Garcia, et al., 2019).

Entre los servicios ecosistémicos que los anfibios prestan se encuentran la
regulacion de los niveles de eutroficacion en ecosistemas acuaticos, control de las
poblaciones de insectos, de los cuales algunos son portadores de enfermedades para el ser
humano y/o son plagas para cultivos de importancia econémica (Diaz — Garcia, et al., 2019).
Un ejemplo mas concreto es Eleutherodactylus coqui, la cual ayuda en la estabilidad y
resiliencia de los ecosistemas. Estos incrementan los nutrientes esenciales mejorando la
disponibilidad para plantas y el desarrollo de follaje. Asi mismo, ayuda al flujo de energia
mediante la produccion de biomasa y acelera la descomposicion (Valencia — Aguilar, et al.,
2013).

Ademas, en estudios sobre los habitos alimenticios de Osteopilus septentrionalis y
Lysapsus limellus, determinaron que estos anuros consumen larvas de Culex pipiens
quinguefasciatus, (moscas de la familia Ephydridae causantes de Filariasis) y libélulas
(Menin y Giaretta, 2006; Valencia — Aguilar, et al., 2013). Por otro lado, se determiné que
los anuros, en general, son importantes controladores bioldgicos en cultivos de importancia
economica. Tal como en Argentina, en donde se evidencid en cultivos de soya transgénica,
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la cual es afectada por una alta diversidad de insectos que ataca a la plantula causando
maltiples dafios (Valencia — Aguilar, et al., 2013).

Por otro lado, debido a sus caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas son excelentes
indicadores de calidad de agua. Puesto que su piel es muy permeable a contaminantes
disueltos en el agua, lluvia acida o radiaciones (Valencia — Aguilar, et al., 2013).

H. Amenazas para las poblaciones de anfibios

Debido a que los anfibios presentan requerimientos especificos en el habitat, se
genera una dependencia al ambiente donde viven, y junto a su baja movilidad y su doble ciclo
de vida (acuatico y terrestre), son vulnerables a los cambios en el ambiente (Bosch, 2003).

Se ha observado que el declive en sus poblaciones se debe a contaminacion o
destruccion del habitat y la introduccion de especies como los peces, cangrejos, u otros
anfibios, los cuales depredan las larvas provocando la disminucion de la poblacion. También,
la aparicién de enfermedades, como infecciones en la piel, la malformacion o ausencia de las
patas traseras les afecta (Bosch, 2003). Se ha observado declives de las poblaciones en zonas
de Mesoamérica, América del sur, el Caribe, Australia, Asia y Paises Bajos, originados por
dichas causas (Berger et al., 1998; Stuart et al., 2004; Lips et al., 2005; Martel et al., 2013).

La presencia de trematodos puede afectar a los anfibios ya que parasitan las larvas
y hacen que se produzcan malformaciones. Tal como el caso de Ribeiroia ondatrae, el cual
altera la posicién de grupos de células y libera sustancias quimicas que provocan las
malformaciones (Bosch, 2003).

Los insecticidas, también son otra fuente de amenaza para los anfibios.
Principalmente porque se ha demostrado que las concentraciones elevadas de estos productos
quimicos disminuyen la inmunologia de los anfibios, haciendolos méas susceptibles a los
parasitos (Bosch, 2003).

Sin embargo, los agentes mas nocivos para estos organismos son las bacterias, los
virus y los hongos. Bacterias como Aeromonas hydrophila, que se encuentran en el suelo y
agua, es la responsable del sindrome de pierna roja (Red-leg sindrome). En grandes
cantidades y concentraciones de la bacteria, causa hemorragias internas e inflamaciones, en
larvas o adultos (Emerson y Norris, 1905; Bosch, 2003).

En el caso de los virus, los Iridovirus son los agentes causales de disminuir las
poblaciones. Sin embargo, su baja especificidad hace que sean muy dificiles de controlar, asi
como se desconoce los factores ambientales en los cuales se desarrollan (Bosch, 2003).

Los patdgenos mas dafiinos para anfibios han sido los hongos quitridios,
Batrachochytrium dendrobatidis y B. salamandrivorans, causantes de la quitridiomicosis
(Berger et al., 1998; Martel et al., 2013). Estos colonizan las capas queratinizadas de la piel
en anfibios adultos (Berger et al., 1998). Las larvas que entran en contacto con este hongo
son afectadas en la zona bucal. Al momento de seguir desarrollandose el hongo los afecta
mas en su etapa adulta. El cual dificulta la respiracion cutanea, por lo que el animal termina
asfixiado (Bosch, 2003).



I.  Agalychnis moreletii

La rana arboricola de ojos negros, pertenece a la familia Hylidae, mide un
aproximado de 60 — 65 mm (machos) y 75 — 80 mm (hembras). Su coloracion es totalmente
verdosa (cuerpo, dorso y cabeza) y algunas presentan pequefias manchas blancas. Sus patas
son membranosas, permitiéndole permanecer en superficies lisas. Ademas, el color de su iris
es rojo oscuro, pero parece de color negro y de ahi su nombre comdn (Duellman. 1970).

Sus larvas se desarrollan en rios de corriente lenta 0 en pozas formadas por la lluvia,
lagos o lagunas. Su ciclo reproductivo, al igual que la mayoria del género Agalychnis, son
los mas largos entre los miembros de las especies pertenecientes a la familia. Comenzando
en mayo aproximadamente y terminando en agosto. Pone de 25 a 75 huevos, los cuales son
depositados en hojas suspendidas sobre la superficie de agua donde habita. Al eclosionar las
larvas caen en la fuente de agua, en donde se desarrollan por dos meses (Duellman. 1970).

Se distribuye desde el norte de Oaxaca, México hasta El Salvador, y en las zonas
montafosas del norte de Guatemala (Figura 3); y se encuentra en altitudes desde los 500 —
2300 msnm (Kdéhler, 2011). Actualmente, la IJUCN SSC Amphibian Specialist Group (2017)
cataloga a esta especie como de menor preocupacion. Sin embargo, la tendencia de la
poblacion va en decrecimiento, debido a las amenazas que afecta a los anuros.
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Figura 3. Mapa de distribucién de A. moreletii
(TUCN SSC Amphibian Specialist Group, 2017)

J. Agalychnis callidryas

La rana de ojos rojos, pertenece a la familia Hylidae, alcanza hasta 77 mm (machos)
y 59 mm (hembras) (Duellman. 1970; Savage, 2002). Su coloracion ventral es blanca y
verdosa en el dorso, con flancos azul oscuro o pdrpura, con barras amarillas, verticales o
diagonales (Duellman. 1970). Sus brazos, en la parte superior, son azules o naranjas,
presentando la misma coloracion en los muslos (en superficies anteriores, posteriores y
ventrales). Las manos y pies son anaranjados, a excepcion de los dedos exteriores (Leenders,
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2001; Savage, 2002). En algunas ocasiones la espalda es marcada lineas tenues transversales
en verde oscuro, 0 con pequefios puntos blancos (Villa, 1972).

Sus larvas se desarrollan en pozas temporales o permanentes. Su ciclo reproductivo
es dependiente de la época lluviosa, comenzando en junio aproximadamente y terminando
en noviembre (Roberts, 1994; Savage, 2002). Depositan sus huevos en hojas suspendidas
sobre la superficie del agua. Al eclosionar las larvas caen en la fuente de agua, en donde se
desarrollan por dos meses (Duellman. 1970).

Se distribuye en la vertiente Atlantica desde el sureste de Veracruz y norte de Oaxaca,
México, hasta el caribe central de Panama (Figura 4) (Morera y Jiménez, 2017). Se encuentra
en altitudes desde el nivel del mar hasta 1325 msnm (Savage, 2002). Actualmente, la IUCN
SSC Amphibian Specialist Group (2020) cataloga a esta especie como de menor
preocupacioén. Sin embargo, la tendencia de la poblacion va en decrecimiento, debido a las
amenazas que afecta a los anuros.
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Figura 4. Mapa de distribucion de A. callidryas.
(IUCN SSC Amphibian Specialist Group, 2020)

K. Ptychohyla hypomykter

La rana de arroyo de Copan, pertenece a la familia Hylidae, alcanza entre 32.4 — 37.5
mm (machos) y entre 37.5 — 46.1 mm (hembras) (McCraine y Wilson, 1993). Presenta
flancos con patrones moteados o manchados, su coloracion dorsal se caracteriza por la
ausencia de manchas verdes; y la coloracion del iris es bronce (Duellman y Campbell, 1982).

Sus larvas se desarrollan en aguas poco profundas o en lagunas con fondo de grava,
en los arroyos donde descansan y se alimentan (Duellman. 1970). Al igual que las otras
especies de Hylidae su reproduccion se ve influenciada por la época lluviosa (Roberts, 1994;
Savage, 2002).
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Se distribuye en regiones montafiosas, desde el centro — oeste de Guatemala hasta el
centro — norte de Nicaragua en la vertiente del Atlantico y del suroeste al centro — sur de
Honduras en el Pacifico; a excepcion de la Cordillera Nombre de Dios del centro — norte de
Honduras (Figura 5). Se encuentra en altitudes desde los 600 - 2070 msnm (Duellman. 1970).
Actualmente, la IUCN SSC Amphibian Specialist Group (2020) cataloga a esta especie como
vulnerable. Con tendencia poblacional decreciente, debido a las amenazas que afecta a los
anuros.
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Figura 5. Mapa de distribucion de P. hypomykter.
(TUCN SSC Amphibian Specialist Group, 2020)
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V. METODOLOGIA

Para llevar a cabo el analisis genético de las tres especies de Hylidae se utilizaron
secuencias de la region Centroamericana. Siendo para A. moreletii en zonas de Guatemala y
El Salvador. Para A. callidryas Costa Rica y Panama; y para P. hypomykter de Honduras y
Nicaragua (Cuadro 1).

Cuadro 1. Poblaciones de las especies de Hylidae estudiadas en la region Centroamericana.
Se muestran divididas las poblaciones en base al pais del que provienen y de la zona sur,

norte o central de cada uno.

Especie Pais Departamento Area Zona
A. moreletii Guatemala | Quetzaltenango RNP Patrocinio Sur
Escuintla Finca La Gracia
Suchitepéquez | Reserva natural Tarrales
Suchitepéquez Los Andes
Guatemala El Naranjo
Zacapa Finca Dulce Rocio Norte
Alta Verapaz RNP Sac Wach Ja,
Alta Verapaz Las Nubes
El Salvador Santa Ana Pargue Los Andes Sur
A. callidryas Costa Rica Puntarenas Uvita Sur
Puntarenas Sierpe
Puntarenas Pavones
Puntarenas Rincon Osa (Campo)
Limon Manzanillo
Limon Cahuita
Guanacaste Tilaran Norte
Alajuela San Ramon
Heredia Siquirres
Heredia Estacion La Selva
Biologica
Heredia Universidad Earth
Puntarenas Playa Bandera
Puntarenas Reserva Cabo Blanco
Panama Veraguas Santa Fe Centro
Panama Gamboa
Coclé El Valle
Coclé Pargue Nacional El Cope
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Especie Pais Departamento Area Zona
A. callidryas Panama Bocas del Toro Chiriqui Sur
Bocas del Toro Almirante
P. hypomykter Honduras Olancho Agua Buena Sur
Olancho PN Montana Botaderos
Olancho Montana de Jacaleapa
Santa Barbara PN Montana de Santa
Barbara
Comayagua PN Montana Comayagua
PN Pico Pijol Pino Alto Norte
Cortes PN Cusuco
Cortes PN Cerro Azul Meambar
Copén PN Cerro Azul Copan
Yoro PN Pico Pijol
Nicaragua Jinotega RN Penas Blancas Norte
Jinotega RN Cerro Kilambe
R.A.A.N. PN Saslaya
Matagalpa RP Selva Negra

A. Areas de estudio
1. Agalychnis moreletii

El departamento de Zacapa limita al norte con Alta Verapaz e lzabal, al sur con
Chiquimula y Jalapa, al este con la Republica de Honduras y al oeste con El Progreso. Se
encuentra en la region Oriente a 14°58°45°” y 89°31°20”°, posee una extension territorial de
aproximadamente 2690 km2, y su altura media se encuentra a 185 msnm. Se compone en su
mayoria de areas montafiosas, parte de la Sierra de las Minas y Cerro Miramundo. Posee una
temperatura promedio anual maxima entre 27 — 35.9 °C, y una minima de 21.3°C. Asi como
una humedad relativa de 74%, y una precipitacion pluvial media anual entre 750 — 1000 mm
(Ministerio de Economia, 2017).

La Finca Dulce Rocio (Figura 6), ubicada cercana al bosque municipal de La Union,
se encuentra en un rango de altitud de 1000 — 1500 msnm. Posee una temperatura maxima
de 36.4 °C y una minima de 11 °C. Su precipitacion varia de 1869 — 1397 mm/afio. La
humedad relativa va de 59% a 87% (Recinos, et al., 2012).

La Union, se caracteriza porque dentro de la region se encuentra la salamandra
Cryptotriton monzoni, endémica de estos bosques y en peligro critico de extincién. También
se encuentran otras especies de interés, como Bromeliohyla bromeliacia, Ptychohyla
hypomykter, Bolitoglossa conanti y Bolitoglossa rufescens (Recinos, et al., 2012).

Por otra parte, el departamento de Alta Verapaz limita al norte con Petén, al este con
Izabal, al sur con El Progreso, Baja Verapaz y al oeste con El Quiché. Se encuentra en la
region Norte a 15°29°00°” y 90°19°35°’, posee una extension territorial de aproximadamente
8686 Km2, y su altura media se encuentra a 1317 msnm. Se compone por regiones
sumamente quebradas, asi como de montafias y cerros. Entre los que sobresalen las sierras
de Chuacus, sierra Chama y sierra Las Minas. Posee una temperatura promedio entre los 21
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— 17 °C, con humedad relativa de 88%, y una precipitacion pluvial media anual es de 2,000
mm. Por lo que, la mayor parte del departamento es destinado a cultivos perennes y fines
agricolas (Tobar y Gramajo 2007; Ministerio de Economia, 2017).

El &rea privada protegida Sac Wach Ja (Figura 6), se localiza cercano a San Cristébal
Verapaz, Alta Verapaz, entre los 1,480 msnm aproximadamente. Se encuentra
aproximadamente a 223 kilometros de la ciudad capital. Su temperatura oscila entre los 23 —
16 °C. Posee una precipitacion anual promedio de aproximadamente 3,250 mm (Ramirez,
1998).

Sac Wach Ja cuenta con de 670 hectareas, del cual un 33% se compone de bosque
alto, un 50% al bosque bajo y un 9% a pasto o matorral. Ademas, aunque la finca no cuenta
con rios con amplio caudal, si se encuentran pequefios nacimientos dispersos dentro del area
(Ramirez, 1998). Por lo que se elabor6 la evaluacion de los recursos forestales de la finca
por el Ing. Forestal Artemio (Ramirez, 1998); una determinacidn taxonémica de especimenes
de helechos arborescentes de la familia Cyatheaceae por el Ing. Agr. Mario Véliz (2015), y
una Evaluacion Ecologica Rapida (EER) llevada a cabo en 2018 por los estudiantes del curso
de Evaluacion Ecoldgica de la Universidad del Valle de Guatemala.

También se encuentra la finca Las Nubes (Figura 6), el cual anteriormente era una
plantacion de café. Sin embargo, actualmente el duefio de la finca cambio a una actividad
maderable con el fin de darle un enfoque de conservacion a la finca (com pers. PhD.
Alejandra Zamora).

El departamento de Quetzaltenango limita al norte con Huehuetenango al este con
Totonicapan y Solola, al sur con Retalhuleu y Suchitepéquez, y al oeste con San Marcos. Se
encuentra en la region Sur-Occidente a 14°50°16°. y 91°31°03’, posee una extension
territorial de aproximadamente 1951 Kmz2, y su altura oscila entre 2,800 — 350 msnm. Por lo
tanto, se compone de cerros altos, barrancos, precipicios, valles y llanuras. Asi como,
sobresalen los volcanes Santa Maria, Santiaguito, Cerro Quemado, Siete Orejas, Chicabal y
Lacanddn. Debido a ello su clima es muy variado, con temperaturas entre los 28 — 36 °C
entre enero a abril, en diciembre a febrero 15 — 20 °C. La humedad relativa es de 82% vy la
precipitacion pluvial media anual es de 2,970 m y se desarrolla durante mayo a octubre.
Debido a ello, la mayor parte del departamento es para fines agricolas, pecuarios y
agropecuarios. (Tobar y Gramajo 2007; Ministerio de Economia, 2017).

La RNP Patrocinio (Figura 6) se localiza en la aldea Palajunoj, EI Palmar,
Quetzaltenango, entre los 800-950 msnm. Se encuentra aproximadamente a 216 kilémetros
de la ciudad capital, cercana al volcan Santiaguito. Su temperatura oscila entre los 32 — 20
°C. Posee una precipitacién anual de aproximadamente 4,500 mm entre los meses de abril y
diciembre. (RNP Patrocinio, 2018).

Patrocinio cuenta con mas de 140 hectareas, del cual un 65% es dirigido al
policultivo con plantaciones de macadamia, frutas tropicales, café, cacao organico y aguacate
(Alvarez-Yax et al., 2018; RNP Patrocinio, 2018); el 35% restante es destinado a la
conservacion de bosque tropical humedo (Alvarez-Yax et al., 2018). Ademas, la reserva
cuenta con cuatro rios provenientes de Concepcion, Tambor, la Pringador y el rio Dolores;
asi como de varios nacimientos que se encuentran dentro de la reserva. (RNP Patrocinio,
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2018). Debido a ello, se han realizado dos Evaluaciones Ecologicas Rapidas (EER) llevadas
a cabo en 2014 por Alarcon et al., y en 2017 por Alvarez-Yax et al. En donde se determin6
como principales resultados un total de 297 especies que incluye mariposas, escarabajos,
murciélagos, mamiferos medianos, anfibios, reptiles y aves.

Escuintla, por otro lado, tiene una extension territorial de 4384 km? con dos éreas
topograficas denominadas norte y sur. La primera comprende a la sierra Madre, por lo que
cuenta con grupos volcanicos, entre los cuales destaca el Pacaya. Ademas, presenta crestas,
altiplanicies dilatadas, desfiladeros y barrancos profundos. En cambio, en la zona sur,
denominada Costa Grande, se encuentran que extensas planicies. Las cuales son
aprovechadas por multiples actividades industriales, agricolas y ganaderas. También, se
encuentra el canal de Chiquimulilla, que se extiende en paralelo a al Océano Pacifico hasta
la frontera con EIl Salvador (Solérzano, 2009). En esta regién se localiza la finca La Gracia
(Figura 6).

Suchitepéquez se encuentra situado en la region Sur Occidental de Guatemala.
Posee una extension territorial de 2510 km?. Al sur se encuentran planicies, lo que facilita
los cultivos, siendo utilizados por cultivos anuales o temporales, asi como permanentes y
semipermanentes (INE, 2010). En esta region se encuentran las fincas los Andes y Reserva
natural Tarrales (Figura 6).

La Reserva Los Tarrales, se encuentra cercana al volcan Atitlan al sur de
Guatemala. El area protege el bosque pristino de la pendiente superior del volcan a 3000 —
700 msnm Cuenta con bosque nuboso por encima de los 1800 msnm y con bosques
latifoliados humedos, intercalados con plantaciones de café y ornamentales. Ademas, protege
una cuenca hidrogréfica que proporciona agua potable a varias comunidades. Anteriormente,
en 1874, la finca fungia principalmente con cultivos de café y cafia de azucar. No fue hasta
que en el 2001 se establecid en la red de areas protegidas de Guatemala. Por lo que hoy en
dia se enfoca en la conservacion. Ayudando a conservar especies como el venado cola blanca
(Odocoileus virginianus), cotuza (Dasyprocta punctata), chachalaca de vientre blanco
(Ortalis leucogastra), pava crestada (Penelope purpurascens), Puma (Puma concolor), entre
otros (Los Tarrales Natural Reserve, 2020).

La ciudad de Guatemala, posee una extension territorial de 22,500 — 35,000 ha. En
los ultimos doce afios se ha producido mas suelo urbano que en los 218 afios de ocupacion
(Municipalidad de Guatemala, 2020). En esta area se encuentra la poblacion de EI Naranjo,
ubicada en Mixco (Figura 6).

Por ultimo, El Salvador, limita al Norte y al Este con Honduras, al Oeste con
Guatemala y al Sur con el Océano Pacifico. Se encuentran 14 departamentos agrupados
geograficamente en tres zonas: Oriental (Usulutan, San Miguel, Morazan y La Union),
Central (La Libertad, Chalatenango, Cuscatlan, San Salvador, La Paz, Cabafias y San
Vicente) y Occidental (Ahuachapan, Santa Ana y Sonsonate). En las que dos cadenas
montafiosas atraviesan el pais, de este a oeste, dejando una meseta de 600 metros de altitud.
Su punto maés elevado es el cerro El Pital, perteneciente a la Sierra Madre, que nace en
México y atraviesa Guatemala, El Salvador y Honduras; Ademas, existen numerosos
volcanes (Ministerio de Asuntos Exteriores, Unién Europea y Cooperacion, 2020). En esta
zona se encuentra la poblacién del parque Los Andes, en Santa Ana (Figura 6).

16



Distribucion geografica de las poblaciones de la rana de ojos negros
(Hylidae: A. moreletii Dumeéril, 1853 ) en Guatemala y El Salvador

.92 -91 -90 -89 .88
@ oy e ©
-~ e | - N -
L At T e d 3
It > > A
¢ 7 -
ol
3
- UVG
UNIVERSIDAD
DEL VALLE
R Kt CE GUATEMALA
e =
( ~ \ Fuente
1 \,,} ;] Base de datos DIVA-GIS, 2020
) 0T e Escala: 1:2 646 124
5 4 (| &~ Proyeccion WG S84
o g b/ e N ?
1 ST L G T | I -
:E"‘*\%%Aky;giu < °a Facultad de Ciencias y Humanidades
Lizbeth Coxaj
91 =90 -89 -88 [29/09/2020]
O e Kilometers
0 20 40 80 120 160
Leyenda
A Parque Los Andes Los Andes A Dulce Rocio
A El Naranjo A RN Tarrales A RNPPatrocinio
Las Nubes A LaGracia A RNPSac Wach Ja
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2. Agalychnis callidryas

Costa Rica se localiza en la parte central o istmica del Continente Americano.
Cuenta con 50,900 km? de superficie. Limita al norte con Nicaragua, y al sureste con Panama,
al este entre el mar Caribe y el océano Pacifico al oeste. Posee montafias y valles a lo largo
del pais, que corren longitudinalmente sobre la parte central, siendo la Cordillera VVolcanica
del Norte y la Cordillera de Talamanca (Solano y Villalobos, 2000). Entre las cuales se
localizan las poblaciones de Uvita, Tilaran, San Ramon, Sierpe, Playa Bandera, Pavones,
Manzanillo, Estacion La Selva Bioldgica, Universidad Earth, Rincon de Osa (Campo),
Cahuita y Cabo Blanco (Figura 7).

Panama limita al Norte con el Mar Caribe, al Este con Colombia, al Sur con el
Océano Pacifico y al Oeste con Costa Rica. La superficie total de la republica es de 75,517
km?, los cuales comprenden nueve provincias: Panama, Coldn, Darién, Coclé, Veraguas,
Bocas del Toro, Herrera, Los Santos y Chiriqui. En donde el uso de suelo se ha centrado al
crecimiento poblacional, a la actividad de la ganaderia extensiva y agricultura de
subsistencia. Sin embargo, las provincias, como Bocas del Toro cuentan ain con el 67.84%
de cobertura boscosa poco intervenida. Darién, con un 75.51% de bosque, en el que se
encuentra el parque nacional Darién, asi como areas de produccion y de restricciones (FAO,
2020). En esta regién de EI Salvador se localizan las poblaciones de Santa Fe, Gamboa, El
Valle, parque nacional El Cope, Chiriqui y Almirante (Figura 7).
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Distribucion geografica de las poblaciones de la rana de ojos rojos
(Hylidae: A. callidryas Cope, 1862) en Costa Rica y Panama
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3. Ptychohyla hypomykter

Honduras limita al norte con el mar Caribe o de las Antillas, al sur con El Salvador,
al este con Nicaragua, al sur oeste con El Salvador y al Oeste con Guatemala. Su extension
territorial comprende los 112,492 km? En el cual se extienden montafias con fuertes
pendientes y suelos poco profundos recientes. La cordillera Centroamericana atraviesa el pais
de noroeste a sureste, dividiéndolo en oriental y occidental (FAO, 2020). En esta region se
encuentran las poblaciones de Agua Buena, PN Montana Botaderos, PN Montana Santa
Barbara, PN Montana Comayagua, Montana de Jacaleapa, Pino Alto, PN Cusuco, PN Cerro
Azul Meambar, PN Cerro Azul Copan y PN Pico Pijol (Figura 8).

Nicaragua limita al norte con Honduras, al este con el Mar Caribe, al sur con Costa
Rica y, al oeste con el Océano Pacifico. Su extension territorial consta de 130,700 km?,
dividiendose en tres regiones: pacifica, central y atlantica. La region Pacifica, se constituye
con las sierras de Managua, las mesetas de los pueblos, la cordillera de Brito y zonas
volcanicas. Ademas, se caracteriza por ser la mas poblada. En cambio, la region central y
Atlantica se caracterizan por poseer valles intramontanos (FAO, 2020). En estas regiones se
encuentran las poblaciones de RN Penas Blancas, PN Saslaya, RN Cerro Kilambe y RP Selva
Negra (Figura 8).
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Distribucién geografica de las poblaciones de la rana de arroyo de Copan
(Hylidae:P hypomykter McCranie & Wilson, 1993) en Honduras y Nicaragua
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B. Procedimientos
El estudio se trabajé con base de datos de secuencias de distintas poblaciones de A.
moreletii, A. callidryas y P. hypomykter.

En el caso de A. moreletii se obtuvieron un total de 115 secuencias, (Apéndice 1),
las cuales fueron proveidas por PhD. Alejandra Zamora, pertenecientes a zonas de Guatemala
y El Salvador.

Para la obtencion del material genético de A. moreletii se llevaron a cabo colectas
entre el 2017 — 2018, gestionaron los permisos respectivos de ética y colecta en Guatemala
(Apendice 4 y 5), y El Salvador (Apéndice 6). Las colectas se llevaron a cabo con la
metodologia de relevamiento por encuentros visuales (Visual Encounter Survey - VES). La
muestra de ADN se tomo6 por medio de hisopado bucal para colectar células epiteliales
bucales para su posterior extraccion.

A su vez mediante las visitas realizadas a las areas de estudio, se determiné grados de
perturbacion, de alta a baja, basados en el estado de las pozas. La finca Dulce Rocio, las
Nubes, la Gracia, el Naranjo y en Parque los Andes es alta. En donde las pozas son
artificiales, y, ademas, estas se encuentran cercanas a las casas de las fincas sin una conexion
cercana a bosques. Para RNP Patrocinio, Reserva natural Tarrales y los Andes se estiman de
perturbacion media. Aunque las pozas no son naturales existe cierto grado de proteccién y
conexion a bosques. En cambio, en la RP Sac Wach Ja la perturbacion es baja, ya que la poza
es natural y con conexion a bosques.

1. Obtencion de las secuencias de A. moreletii
Para obtener las secuencias, se elaboraron extracciones de ADN utilizando el kit de
extraccion de Blood and Tissue (Qiagen).

Se amplificé el gen mitocondrial citocromo b (cyt b) y 16S utilizando la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron los pares de marcadores 16SA-L/16SB-H
(Palumbi, 1991) y MVZ15/MVZ16 (Moritz et al., 1992), los cuales se especifican en el
Cuadro 1. Se emplearon en las muestras descritas segun el apéndice 1.

Cuadro 2. Marcadores seleccionados para amplificar la region mitocondrial Citocromo by

16S.
Region | Nombre Secuencia del primer 5° - 3’ Tamaio Punto de
del gen | del primer esperado (bp) fusiéon (Tm°®)
Cytb MVZ15 GAACTAATGGCCCACACWWTACGNAA -385 69.5
MVZ16 AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 59.2
165 16SA-L CGCCTGTTTATCAAAAACAT 1500 — 1800 59.1
16SB - H CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 67.6

(Moritz, et al., 1992; Palumbi, et al., 2002; Faivovich et al., 2004)

El master mix se realizé de hasta un volumen final de 20 pl. Se utiliz6 9.6 pl de
MyTagqTM Red Mix (Bioline), 0.8 pl de cada marcador (10 puM), 6.8 pl de agua de PCR y 2
pl de ADN.
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El programa de PCR para amplificar la region 16S consisti6 en una
desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°C, seguido de la desnaturalizacion del ADN por 30 s
a 95°C por 25 ciclos, el alineamiento de los marcadores fue de 30 s a 50°C, la extension por
Taq fue de 20 s por 72°C y una extension final de 10 min a 72°C. Para el Cyt b, el programa
consistio en una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°C, seguido de la desnaturalizacion
del ADN por 30 s a 95°C por 30 ciclos, el alineamiento de los marcadores fue de 30 s a 48°C,
la extension por Taq fue de 30 s por 72°C y una extension final de 10 min a 72°C.

El ADN se visualizo en geles de agarosa al 1% y se purifico utilizando los kits
illustra™ ExoProStar™ (Merck) o EX0OSAP-IT™ (ThermoFisher Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos de PCR purificados se enviaron a las instalaciones
genodmicas de la Universidad de Manchester o a la instalacion gendmica central de la
Universidad de Sheffield.

2. Obtencion de las secuencias de A. callidryas y P. hypomykter

En el caso de A. callidryas y P. hypomykter las secuencias se obtuvieron de la base
de datos universal NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). En A. callidryas se
adquirieron 76 secuencias correspondientes a zonas de Costa Rica y Panamé (Apéndice 2).
De P. hypomykter un total de 55 secuencias correspondientes a Nicaragua y Honduras
(Apéndice 3).

3. Analisis de datos

Se evalud la calidad de las secuencias utilizando el software MEGA X (Madrigal —
Valverde, 2017). Luego, se alinearon utilizando el mismo programa. MEGA X permite
ensamblar alineamientos, inferir arboles evolutivos, estimar distancias genéticas y
diversidades, probar la seleccion, entre otros (Kumar et al., 2018).

Se elaboro el grupo de datos de secuencias concatenadas con los genes de 16S y Cyt
b en A. moreletii, utilizando el programa Mesquite version 3.61. Permitiendo editar,
manipular, combinar matrices, entre otros (Mesquite, 2019). En el caso de A. callidryas y P.
hypomykter este proceso no fue elaborado, ya que solo se trabajé con una region del gen
(16S). Aunque, en los tres casos, se adiciond una secuencia de a A. annae, provistas por PhD.
Alejandra Zamora, el cual conformo el outgroup,

Con la construccion de estas matrices de datos, se procedio al anlisis de su genética
poblacional. Se determind el modelo de substitucion que mejor se adapta a los datos, para
ello se utilizd la opcién de Mega X, en Models, Find best DNA/ Protein Models (ML) (Kumar
et al., 2018). Obteniendo un modelo para cada especie y gen independiente y uno con las
bases de datos concatenadas.

Se determiné la presencia de polimorfismos de ADN, el indice de diferenciacion
genética, el test de neutralidad (D de Tajima) y la presencia de haplotipos utilizando DnaSP6.
Este programa permite analizar extensos anélisis de polimorfismos de ADN. Para el cual
utiliza una interfaz practica para el analisis de datos robustos (Rozas, 2009).

Se elaboraron los anélisis filogenéticos y redes de haplotipos para conocer la
diferenciacion genética. Para las filogenias se utilizo MrBayes construyendo los arboles por
cada especie y gen de forma independiente. Se construy6 con 1000 réplicas y utilizando el
modelo de substitucion obtenido para cada gen. Debido a que la seleccidn, fluctuacién en
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tamafio poblacional, deriva genética y aislamiento afectan las relaciones de los mismos
(Florez, 2009; Carrillo, 2014). Este programa permite realizar los analisis filogenéticos de
inferencia bayesiana (Ronquist, Huelsenbeck, Teslenko y Nylander, 2019). De esta forma se
generaron datos que se visualizaron en FigTree v1.4.4., permitiendo editar y disefiar las
filogenias obtenidas (Rambaut, 2007).

Por ultimo, para la obtencion de haplotipos se utilizé el programa Popart 1.7. El Cual
permite ingresar las secuencias y sintetizarlas a una red para comprender las relaciones
evolutivas entre las poblaciones, las frecuencias y distribucion de los haplotipos (Leigh y
Bryant, 2015).
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V1. RESULTADOS

Se utilizaron un total de 246 secuencias para llevar a cabo los analisis, 115
corresponden a A. moreletti, siendo 55 del gen 16S y 60 de Cyt b. En el caso de A. callidryas
se trabajd con 76 secuencias, y 55 de P. hypomykter para el gen 16S.

A. Agalychnis moreletii
Cuadro 3. Anélisis genético de poblaciones de Guatemala y EIl Salvador, a partir de
secuencias del gen 16S en A. moreletii utilizando el software DnaSP. Representando los
sitios polimdrficos (S), el nimero de mutaciones (), el nimero promedio de diferencias
nucleotidicas (k) y la diversidad de nucle6tidos presentes en las distintas zonas (r). Los
valores para El Naranjo — Guatemala y parque Los Andes — El Salvador fueron de cero,
debido a la baja diversidad de los sitios.

Area S g K n
RNP Patrocinio, Quetzaltenango (GT) 2 2 0.779 0.00157
RNP Sac Wach Ja, Alta Verapaz (GT) 3 3 1.098 0.00212
Finca Dulce Rocio, Zacapa (GT) 7 7 3.000 0.01370
Finca La Gracia, Escuintla (GT) 1 1 0.303 0.00060
Reserva Tarrales, Suchitepequez (GT) 2 2 0.606 0.00132
Los Andes, Suchitepéquez (GT) 1 1 0.533 0.00104
Las Nubes, Alta Verapaz (GT) 7 7 1.474 0.00301
General 11 11 1.022 0.00487
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Cuadro 4. Analisis genético de poblaciones, a partir de secuencias del gen cyt b en A,
moreletii utilizando el software DnaSP. Representando los sitios polimérficos (S), el
nimero de mutaciones (1), el nimero promedio de diferencias nucleotidicas (k) y la

diversidad de nucledtidos presentes en las distintas zonas (w). L0oS valores para Reserva

natural Tarrales — Suchitepéquez y El Naranjo — Guatemala fueron de cero, debido a la baja
diversidad de los sitios.

Area S g K T
RNP Patrocinio, Quetzaltenango (GT) 2 2 1.004 0.00145
RNP Sac Wach J4, Alta Verapaz (GT) 2 2 0.800 0.00131
Finca Dulce Rocio, Zacapa (GT) 5 5 2.143 0.00347
Finca La Gracia, Escuintla (GT) 5 5 1.955 0.00248
Los Andes, Suchitepéquez (GT) 3 3 1.286 0.00164
Las Nubes, Alta Verapaz (GT) 16 16 3.048 0.00492
Parque Los Andes, El Salvador (SV) 1 1 0.442 0.00064
General 18 18 4.098 0.00720
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Cuadro 5. indice de diferenciacion genética (Fgr), a partir de secuencias del gen 16S en A. moreletii utilizando el software DnaSP.
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Cuadro 6. indice de diferenciacion genética (Fgr), a partir de secuencias del gen Cyt b en A. moreletii utilizando el software DnaSP.
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Cuadro 7. Test de neutralidad D de Tajima, a partir de secuencias del gen 16S en A.
moreletii utilizando el software DnaSP. Donde con un valor de P > 0.10 los datos no son
significativos en este estudio. Los valores para EI Naranjo — Guatemala no se obtuvo por
pocas secuencias analizadas; y para Los Andes — El Salvador, no presenta polimorfismos,

por lo que no se obtuvieron resultados en esas zonas.

Area Tajima’s D
RNP Patrocinio, Quetzaltenango (GT) 0.89508
RNP Sac Wach Ja, Alta Verapaz (GT) 0.71791
Finca Dulce Rocio, Zacapa (GT) 0.52929
Finca La Gracia, Escuintla (GT) -0.19492
Reserva Tarrales, Suchitepéquez (GT) -0.24805
Los Andes, Suchitepéquez (GT) 0.85057
Las Nubes, Alta Verapaz (GT) -0.83219
General -1.31291

Cuadro 8. Test de neutralidad D de Tajima, a partir de secuencias del gen cytb en A.
moreletii utilizando el software DnaSP. Donde con un valor de P > 0.10 los datos no son
significativos en este estudio. Los valores para El Naranjo — Guatemala no se obtuvo por

pocas secuencias analizadas, y para Reserva natural Tarrales — Suchitepéquez, no presenta
polimorfismos, por lo que no se obtuvieron resultados en esas zonas.

Area Tajima’s D
RNP Patrocinio, Quetzaltenango (GT) 1.88176
RNP Sac Wach Ja, Alta Verapaz (GT) 0.83775
Finca Dulce Rocio, Zacapa (GT) 0.50437
Finca La Gracia, Escuintla (GT) 0.66537
Los Andes, Suchitepéquez (GT) 0.45766
Las Nubes, Alta Verapaz (GT) -1.11024
Los Andes, El Salvador (SV) 1.02588
General 0.61466
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Figura 9. Filogenia de las relaciones de A. moreletii entre las poblaciones, utilizando
alineamientos concatenados de los genes de Cyt b y 16S. Construido con 1000 réplicas, con
el modelo de substitucion General Time Reversible (GTR) y con el patrén Gamma
distribuido con sitios invariantes (G + 1). Los nimeros en las ramas indican las
probabilidades posteriores. Se muestran dos grupos denominados sur (verde [_]) y norte

(morado []).
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Figura 10. Red de haplotipos obtenida a partir de las 55 secuencias de A. moreletii del gen
16S en el software Popart. Posee 6 haplotipos representados por medio de circulos con una
diversidad de 0.5852, y sitios variables 0 mutaciones representados con lineas transversales.
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Figura 11. Red de haplotipos obtenida a partir de las 60 secuencias de A. moreletii del gen
Cyt b en el software Popart. Posee 10 haplotipos representados por medio de circulos con
una diversidad de 0.7578, y sitios variables 0 mutaciones representados con lineas

transversales.
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Figura 12. Frecuencias y distribucion de haplotipos de A. moreletii del gen 16S obtenida
de 9 poblaciones. Se construyé utilizando el software Popart mediante el analisis Median
Joining. Los circulos representan a cada poblacién muestreada y se encuentra dividida por
la cantidad de organismos por sitio. Por otro lado, de un total de seis haplotipos, los colores
representan la cantidad de los mismos presentes en las poblaciones.
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Figura 13. Frecuencias y distribucion de haplotipos de A. moreletii del gen Cyt b obtenida
de 9 poblaciones. Se construyé utilizando el software Popart mediante el analisis Median
Joining. Los circulos representan a cada poblacién muestreada y se encuentra dividida por
la cantidad de organismos por sitio. Por otro lado, de un total de diez haplotipos, los colores
representan la cantidad de los mismos presentes en las poblaciones.
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B. Agalychnis callidryas
Cuadro 9. Anélisis genético de poblaciones, a partir de secuencias del gen 16S en A.
callidryas utilizando el software DnaSP. Representando los sitios polimorficos (S), el
numero de mutaciones (1), el nimero promedio de diferencias nucleotidicas (k) y la
diversidad de nucleotidos presentes en las distintas zonas (7). Los valores para Siquirres —
Heredia y Almirante — Bocas del Toro fueron de cero, debido a la baja diversidad de los

sitios.

Area S g k T
Uvita, Puntarenas (CR) 82 82  40.833 0.03656
Tilaran, Guanacaste (CR) 7 7 3.733 0.00325
San Ramon, Alajuela (CR) 6 6 4.000 0.00348
Sierpe, Puntarenas (CR) 6 6 2.857 0.00271
Santa Fe, Veraguas (PA) 34 34 22.667 0.001973
Playa Bandera, Puntarenas (CR) 1 14 4.667 0.00412
Pavones, Puntarenas (CR) 4 4 1.714 0.00149
Reserva Cabo Blanco, Puntarenas (CR) 43 43 18.571 0.01616
Manzanillo, Limén (CR) 31 31 9.758 0.00851
Estacion La Selva Biologica, Heredia (CR) 12 13 4.121 0.00359
Gamboa, Panama (PA) 12 12 5.429 0.00479
El Valle, Coclé (PA) 4 4 2.133 0.00186
Universidad Earth, Heredia (CR) 10 10 4.286 0.00373
Parque Nacional EI Cope, Coclé (PA) 10 10 4.429 0.00385
Chiriqui, Bocas del Toro (PA) 29 30 11.200 0.00975
Rincon Osa, Puntarenas (CR) 5 5 2.286 0.00199
Cahuita, Limén (CR) 22 22 11.733 0.01021
General 161 169  37.495 0.03623
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Cuadro 10. indice de diferenciacion genética (Fgr), a partir de secuencias del gen 16S en A. callidryas utilizando el software DnaSP.

Uvita

Tilaran

San Ramon
Siquirres

Sierpe

Santa Fe

Playa Bandera
Pavones
Manzanillo

La Selva Bioldgica
Gamboa

El Valle
Universidad Earth
El Cope

Chiriqui

Rincon Osa
Cahuita

Cabo Blanco
Almirante

Uvita

0.589
0.594
0.622
0.421
0.417
0.419
0.432
0.535
0.590
0.566
0.590
0.591
0.575
0.527
0.523
0.517
0.316
0.622

Tilaran

0.215
0.440
0.949
0.469
0.898
0.958
0.115
0.106
0.829
0.891
0.109
0.855
0.576
0.961
0.220
0.656
0.896

=
=

0.577
0.964
0.208
0.656
0905 1

San Ramon
Siquirres

0.524 -
0.952
0.470
0.903
0.961
0.130
0.046
0.838
0.898
0.198

0.978
0.535
0.944
0.987
0.263
0.427
0.896
0.959
0.286
0.922
0.671
0.990
0.367
0.714

0.86

Sierpe
Santa Fe
Playa
Bandera
Pavones

0.817
0.947
0.169
0.908
0.948
0.934
0.959
0.945
0.945
0.899
0.824
0.896
0.849
0.978

0.683
0.826
0.324
0.455
0.289
0.308
0.472
0.289
0.158
0.841
0.240
0.446
0.333

0.955
0.833
0.897
0.876
0.915
0.893
0.892
0.818
0.961
0.814
0.196
0.945

0.917
0.957
0.942
0.968
0.954
0.954
0.908
0.860
0.905
0.858
0.987

0-0.05

0.05-0.15

Muy poca diferencia

Diferenciacion moderada

Manzanillo

La Selva
Bioldgica

0.109 -

0.740
0.798
0.124
0.763
0.362
0.921
0.018
0.578
0.718

0.823
0.887
0.065
0.848
0.567
0.960
0.210
0.652
0.892

Gamboa
El Valle
Universidad
Earth
El Cope

0.218
0.823
0.180
0.745
0.950
0.715
0.682
0.913

0.885
0.164
0.790
0.974
0.771
0.723
0.964

0.848
0.573
0.957
0.241
0.656
0.884

0.762
0.960
0.739
0.698
0.934

=
]

0.15-0.25

=0.25

Gran diferenciacion

Diferenciacion muy grande

N — g (U
=) =
=3 2 E
: 8 3
O = (@)

04

0915 -
0.228 0.910 -

0.585 0.867 0.549

0.208 0.991 0.610 0.746

Cabo Blanco

Almirante



Cuadro 11. Test de neutralidad D de Tajima, a partir de secuencias del gen 16S en A.
callidryas utilizando el software DnaSP. Donde con un valor de P > 0.10 los datos no son
significativos en este estudio. Los valores para Siquirres — Heredia y Almirante — Bocas del
Toro no se obtuvo por pocas secuencias analizadas.

Area Tajima’s D
Uvita, Puntarenas (CR) 2.80294
Tilaran, Guanacaste (CR) 1.26744
San Ramoén, Alajuela (CR) 2.15629
Sierpe, Puntarenas (CR) 1.09401
Santa Fe, Veraguas (PA) 2.30185
Playa Bandera, Puntarenas (CR) 0.41251
Pavones, Puntarenas (CR) 0.48523
Reserva Cabo Blanco, Puntarenas (CR) 0.64239
Manzanillo, Limén (CR) -0.22287
Estacion La Selva Biologica, Heredia (CR) -0.18066
Gamboa, Panama (PA) 0.87024
El Valle, Coclé (PA) 1.18059
Universidad Earth, Heredia (CR) 0.55061
Parque Nacional EI Cope, Coclé (PA) 0.73397
Chiriqui, Bocas del Toro (PA) 0.26961
Rincon Osa, Puntarenas (CR) 0.84031
Cahuita, Limén (CR) 1.36568
General 0.77922
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Figura 14. Filogenia de las relaciones de Agalychnis callidryas entre las poblaciones,
utilizando el gen 16S. Construido con 1000 réplicas, con el modelo de substitucién General
Time Reversible (GTR) y con el patron Gamma (G). Los numeros en las ramas indican las
probabilidades posteriores. Se muestran tres grupos oeste (verde[_]), centro (rojo [ ) este

(morado []) y combinacion (amarillo[]).
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Figura 15. Red de haplotipos obtenida a partir de las 76 secuencias de A. callidryas del gen
16S en el software Popart. Posee 71 haplotipos representados por medio de circulos con
una diversidad de 0.9916, y sitios variables 0 mutaciones representados con lineas
transversales
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C. Ptychohyla hypomykter
Cuadro 12. Analisis genético de poblaciones, a partir de secuencias del gen 16S en P.
hypomykter utilizando el software DnaSP. Representando los sitios polimorficos (S), el
numero de mutaciones (1), el nimero promedio de diferencias nucleotidicas (k) y la
diversidad de nucleotidos presentes en las distintas zonas (7). Los valores para Agua Buena
— Olancho, PN Montana Botaderos — Olancho, PN Montana Comayagua — Comayagua, PN
Pico Pijol — Yoro, RN Penas Blancas — Jinotega, y PN Cerro Azul Copan — Copan, fueron
de cero, debido a la baja diversidad de los sitios.

Area k r

0.667 0.00121
0.667 0.00121
0.257 0.00055
0.667 0.00135
0.209 0.00043
0.429 0.00087

PN Montana Santa Barbara, Santa Barbara (HN)
Montana de Jacaleapa, Olancho (HN)
Pino Alto, PN Pico Pijol (HN)
PN Cusuco, Cortes (HN)
PN Cerro Azul Meambar, Cortes (HN)
PN Saslaya, R.A.A.N. (NI)
RN Cerro Kilambe, Jinotega (NI) 0.667 0.00121
RP Selva Negra, Matagalpa (NI) 0.711 0.00144

NFRPRRPRERLRNRERW
NFRPRPRRPRPNR P

General 14 14 1.096 0.00234
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Cuadro 13. indice de diferenciacion genética (Fgr), a partir de secuencias del gen 16S en P. hypomykter utilizando el software DnaSP.

o o g 4 = Q > < c S ., g © 2 >
3 s S < S a 2 3 T & o P S
m S L Tt o 2 > S Q o c e ) S =z
- 8 T Q= 8 3 © @ o o O d @ S o
s & & a8 £ © &5 £ © g %m & ¥ =2
< i o o]

Agua Buena

Botaderos

Jacaleapa

Santa Barbara
Pino Alto
Cusuco
Comayagua
Meambar
Copéan

Pico Pijol
Penas Blancas
Saslaya
Kilambe

Selva Negra

0-0.05 Muy poca diferencia 0.15-0.25 Gran diferenciacidn

=025 Diferenciacion muy grande

0.05-0.15 Diferenciacion moderada




Cuadro 14. Test de neutralidad D de Tajima, a partir de secuencias del gen 16S en P.
hypomykter utilizando el software DnaSP. Donde con un valor de P > 0.10 los datos no son
significativos en este estudio. Los valores para Agua Buena — Olancho, PN Montana
Botaderos — Olancho, PN Pico Pijol — Yoro y PN Cerro Azul Copan — Copan, no se obtuvo
por pocas secuencias analizadas. En cambio, en PN Montana Comayagua — Comayagua y
RN Penas Blancas — Jinotega, no presentan polimorfismos, por lo que no se pudo elaborar
el analisis es esas zonas.

Area Tajima’s D
PN Montana Santa Barbara, Santa Barbara (HN) 1.63299
Montana de Jacaleapa, Olancho (HN) 1.63299
Pino Alto, PN Pico Pijol (HN) -1.00369
PN Cusuco, Cortes (HN) 1.63299
PN Cerro Azul Meambar, Cortes (HN) -0.52899
PN Saslaya, R.A.A.N. (NI) 0.33350
RN Cerro Kilambe, Jinotega (NI) 1.63299
RP Selva Negra, Matagalpa (NI) 0.01889
General -1.58573
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Figura 16. Filogenia de las relaciones de Ptychohyla hypomykter entre las poblaciones,
utilizando el gen 16S. Construido con 1000 réplicas, con el modelo de substitucion General
Time Reversible (GTR) y con el patron Gamma distribuido con sitios invariantes (G + I).
Los numeros en las ramas indican las probabilidades posteriores. Se muestran dos grupos
entremezclados por organismos del sur y norte (verde [ ] y morado []).
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Figura 17. Red de haplotipos obtenida a partir de las 55 secuencias de P. hypomykter del
gen 16S en el software Popart. Posee 14 haplotipos representados por medio de circulos
con una diversidad de 0.6686, y sitios variables o mutaciones representados con lineas
transversales.
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VII. DISCUSION

La genética puede ser implementada para comparar poblaciones, dentro y entre ellas
(Clark, 2001). Por lo que proporciona informacion de los cambios evolutivos que han
atravesado los organismos. Principalmente porque los factores ambientales por los que
atraviesan se ven reflejadas en su estructura genética (Johnston, Keats y Sherman, 2019).

En este estudio se utilizaron dos regiones mitocondriales, 16S y Cyt b (Moritz, et
al., 1992; Faivovich et al., 2004). Lo que permite relacionar grupos, ya que el ADNm
evoluciona rapidamente y es heredado (Avise et al., 1987; Prychitko y Moore, 2000).

A. Genética poblacional de A. moreletii

1. Indicadores de variabilidad genética

Las variables obtenidas de cada poblacion nos ayudan a determinar la diversidad del
genoma de la especie. En el caso de ambos genes se puede establecer que existen
polimorfismos, los cuales se consideran mutaciones (Montero et al., 2005), y son los que
evidencian la variabilidad entre los organismos de una misma especie (Torrades, 2002).

A nivel intra — poblacional evidencian distintos comportamientos en las secuencias
y por ende en los genes. Principalmente porque provienen de sitios de alta y baja
perturbacion.

Para A. moreletii, en el gen 16S las poblaciones presentan 11 sitios polimorficos (S)
(Cuadro 3). En cambio, en Cyt b, se identificaron 18 sitios polimoérficos (Cuadro 4), y el resto
son regiones conservadas. En base a estos resultados, la region Cyt b, evidencia mas
polimorfismos, el cual es apoyado por el valor promedio de diferencias nucleotidicas (k); al
igual que la diversidad nucleotidica (x), siendo mayores a los valores generados por el gen
16S. Por tanto, se puede determinar que en estas poblaciones existe variabilidad genética.

Por otro lado, a nivel inter — poblacional, se puede observar més a detalle que
poblaciones poseen polimorfismos, y cuales no poseen o evidencian pocos.

En Guatemala, en el gen 16S, siete de ocho sitios poseen polimorfismos (Cuadro 3),
siendo las mas polimorficas finca Dulce Rocio y Las Nubes. Las cuales se consideran, por
sus condiciones, con alta perturbacion. También Sac Wach Ja, que se considera de baja
perturbacion, forma parte de las mas polimdrficas. Principalmente, se debe a que estas
poblaciones se encuentren aisladas, por lo que el flujo de genes es limitado, generando alelos
privados. Sin embargo, es mucho més diversa y esto evidencia su capacidad de adaptacion
frente a las perturbaciones en su ambiente. Aunque, puede que estas perturbaciones se
presenten en baja frecuencia e impacto, por lo que no afectan en su ADN. A diferencia del
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resto de las poblaciones, que representan a la region sur de Guatemala, las cuales poseen
pocos polimorfismos. Tal como RNP Patrocinio y La Gracia, que cuentan con un manejo
ecoldgico, y de preocupacion por que la especie cuente con sitios de apareamiento; a
diferencia de Reserva natural Tarrales y Los Andes. En los cuales, comparten mas alelos,
evidenciando que su capacidad evolutiva y adaptativa frente a las altas perturbaciones es
baja. Por lo que el alto impacto de la actividad humana, con la introduccién de monocultivos,
ha afectado a las poblaciones. Al igual que en el parque Los Andes — El Salvador, el cual no
presentd polimorfismos. Por lo que no se presenta variabilidad en los individuos, siendo
idénticos para esta regién del gen.

Por tanto, para este gen, la region sur es la menos polimérfica, por lo que los
organismos, presentan mas sitios conservados, y por ende son mas similares. Se cree que esto
es causa de los bajos numeros poblacionales y poco flujo genético entre poblaciones
(Vazquez, Castafieda, Garrido y Gutiérrez, 2009). Sin embargo, hay que considerar que al
utilizar marcadores mitocondriales Unicamente nos permite visualizar eventos del pasado
lejano (Vazquez, Castafieda, Garrido y Gutiérrez, 2009); a diferencia de otros marcadores,
como los microsatélites. Los cuales podrian identificar perturbaciones mas recientes (Ospina
et al, 2008), por lo que podrian cambiar los valores. Aunque la tendencia apunta a que zonas
mas perturbadas no presentan mucha diversidad.

En cuanto a Cyt b, Guatemala presenta polimorfismos en seis de ocho de las
poblaciones, en donde Las Nubes, Dulce Rocié y La Gracia son mas polimorficas (Cuadro
4). Las Nubes y Dulce Rocid, como se menciond anteriormente, son areas perturbadas, por
lo que este gen ha experimentado variaciones. De esta forma, nuevamente la zona norte es la
que presenta mas polimorfismos. Por lo que se puede inferir que estas poblaciones se
presentan mayor diversidad. En cambio, en la zona sur, mayoritariamente los polimorfismos
son bajos, a diferencia de finca La Gracia. El cual, cuenta con un manejo de la finca mas
ecoldgico el resto de los sitios. A diferencia del resto de zonas, que al igual que el gen 16S,
se ven afectadas por las perturbaciones.

En El Salvador, Los Andes, se encontrd un Gnico sitio polimorfico, por lo que existe
poca variabilidad en esta poblacion comparada a la de Guatemala. Esta tendencia también es
demostrada por los valores establecidos en las diferencias nucleotidicas (k y 7). Esto
evidencia que la capacidad evolutiva de la especie no es buena, al no fijar o generar alelos
anicos, a pesar de poseer poco o ninguna oportunidad de flujo genético. Aunque, hay que
tomar en cuenta que la cantidad de individuos utilizados no es proporcional. Por ello los
valores podrian cambiar si se muestrea el total de la poblacién.

De esta forma, estos resultados sugieren que a nivel intra e inter poblacional, para
ambos genes, existen polimorfismos de baja frecuencia. Por lo que estas son afectadas por
los factores ambientales, como la pérdida del habitat. Fungiendo un papel importante en la
modificacion de las secuencias (Checa, 2007).

2. Estructura genética poblacional

La diferenciacion genética nos permite realizar comparaciones entre poblaciones
para determinar si existe conectividad o flujo genético entre las poblaciones (Wright, 1951).
Para ello se emplea el indice de fijacion (Fgr). El cual representa a los valores en cuatro
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categorias: 0 — 0.05 (muy poca diferenciacion), 0.05 — 0.15 (diferenciacién moderada), 0.15
—0.25 (gran diferenciacion) y > 0.25 (diferenciacion muy grande) (Wright, 1978).

En el caso del gen 16S, para A. moreletii, se identificd que, al comparar las 9
poblaciones, se obtuvo combinaciones, en un 50.0%, con una diferencia muy grande (Cuadro
5). Para el gen 16S Estas relaciones se deben a las comparaciones entre las poblaciones del
norte y sur. Separandose por la existencia de las barreras geograficas impidiendo el flujo de
genes. La region denominada por el UPIE — MAGA y MAGA — BID (2001) como “tierras
altas volcanicas”. El cual, a partir del Terciario superior, aproximadamente, hace 66 ma es
probable que se separaran las poblaciones. Sin embargo, la principal barrera es la del
Motagua — Polochic — Jocotan, al cual se le atribuyen a la evidencia de separaciones entre
vertebrados (Cano, Schuster y Morrone, 2018), debido a que esta barrera separa de forma
transversal a Guatemala. Generando asi los grupos muy distintos, norte y sur.

Por otro lado, aquellas poblaciones que presentan cierta diferenciacién en su
secuencia corresponden a las comparaciones de las poblaciones entre sur — sur, y norte —
norte. En el caso de las zonas del sur estas se ven separadas por las “llanuras costeras del
Pacifico” (UPIE — MAGA y MAGA - BID, 2001), que son planicies que se originan del
altiplano volcénico en el Cuaternario (2.59 ma). Por lo que Patrocinio es la que presenta mas
disimilitudes con el resto de poblaciones de la regién sur. Ya que las elevaciones no le
permiten conectarse con los otros sitios y tener flujo de genes. Ademas, por sus valores se
puede inferir que la separacion fue mas reciente y por ello no presenta tantas diferencias. Ya
que tanto esta barrera como la pérdida de habitat en esta region afectan a las poblaciones.
Originando de esta manera alelos Unicos y baja diversidad.

En la zona norte, en cambio, se ve afectada por tres barreras geogréaficas. Tal como
las denominadas “tierras altas sedimentarias” compuesta mayoritariamente por la Cordillera
de los Cuchumatanes”, las “tierras altas cristalinas” compuesto por sierras, laderas y
montafias, y la “depresion del Motagua”, que son superficies planas o llanuras (UPIE —
MAGA y MAGA - BID, 2001). Por lo que Dulce Roci6 es la poblacion que mas difiere con
las del norte (Sac Wach Ja y Las Nubes), por ello presenta altos niveles de polimorfismo.

En cambio, las zonas méas similares mayoritariamente son en la zona sur, debido a
que Unicamente Sac Wach Ja y Las Nubes, de la region norte, presentan cierto grado de
similitud. Por lo que estas poblaciones se han separado, probablemente, de forma natural y
gradualmente, lo que ayuda a adaptarse mejor, generando diversidad. A diferencia de las
poblaciones del sur, en las que se encuentra poca diferenciacion genética. Determinando que
los individuos son genéticamente iguales, siendo menos diversos.

Estos resultados nos indican que estas poblaciones anteriormente se encontraban
conectadas. Pero al aislarse o disminuir el flujo de poblaciones por las “llanuras costeras del
Pacifico” (UPIE - MAGA y MAGA - BID, 2001) la barrera afecté la capacidad evolutiva y
de adaptacion de los organismos. Al ser provocados por el ser humano, debido a la incidencia
de los monocultivos, estos eventos son rapidos. Por lo que se pierde la variabilidad en este
gen, manteniendo mas regiones conservadas.

Para Cyt b, el 77.8% de las comparaciones de las poblaciones presenta una
diferenciacién muy grande (Cuadro 6), presentando disimilitudes entre las poblaciones norte
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— sur, norte — norte y sur — sur. Por lo que el flujo de este gen es bajo y su tasa de mutacion
probablemente es alta generando alelos Unicos. Principalmente si comparamos entre
poblaciones del sur y del norte. Los cuales, por efecto de las barreras geograficas, la
diferencia es marcada ya que el tiempo de separacion es mucho mas amplio. En cambio, para
las comparaciones entre sur — sur, la RNP Patrocinio es la mas diferente, debido a que es la
que se encuentra mas aislada y afronto muchas perturbaciones. Siendo la principal los
cambios de manejo de la finca, de una alta a un medio nivel de perturbacion. En cambio, los
Andes, presentan valores mas bajos, pero las acciones humanas han hechos que estas se
separen y difieran entre si; permitiendo poco flujo genético y cambios constantes en su
genética. En cambio, al comparar norte — norte, la finca Dulce Rocio, también muestra este
patréon de amplia separacién. El cual es debido a la presencia de tres barreras geograficas y
al ser una poblacion aislada y perturbada el flujo genético es poco.

Por otro lado, en el caso de las poblaciones con una diferenciacion media se
encuentran Gnicamente poblaciones del sur. Siendo la finca La Gracia la mas representativa
en esta categoria. Principalmente, se debe a que posea mas sitios polimérficos, por lo que su
capacidad adaptativa es alta frente a las perturbaciones. Ademas, puede que esta poblacién
ya no se esté afrontando a cambios muy constantes, por lo que ha dado lugar a adaptarse
adecuadamente, sin perder su variabilidad.

En cuanto a las poblaciones més similares en la region norte, nuevamente son Sac
Wach J& 'y Las Nubes. Que al igual que el gen 16S es probable que exista un flujo de genes
y que las perturbaciones a las que se enfrenta son de baja frecuencia e impacto. En cambio,
en la region sur, en algunas poblaciones se presenta altos niveles de similitud. Se le puede
atribuir a la frecuencia de perturbaciones, el cual no deja que se fijen los alelos Unicos
generados por el aislamiento, perdiéndose la variabilidad genética.

3. Historia demogréafica poblacional

Las barreras geograficas, los factores ambientales y la intervencion humana tienen
una incidencia directa sobre los organismos y a su vez en las poblaciones (Loo, 2011). Por
ello se emplea el test de neutralidad (D de Tajima), el cual mide las diferencias entre las
secuencias y establece los eventos por los que han transcurrido (Tajima, 1989). Un valor de
cero indica que se ajustan a un modelo neutral estandar. Los valores positivos se originan del
exceso de alelos de frecuencia intermedia (pocos alelos raros), los que originan cuellos de
botella poblacional, de estructura y / o seleccion de equilibrio. Por otro lado, los valores
negativos indican un exceso de alelos de baja frecuencia (muchos alelos raros) generando
expansiones de poblacion y / o seleccién positiva, derivados de un cuello de botella (Biswas
y Akey, 2006).

Para el gen 16S y Cyt b a nivel intra e inter poblacional para A. moreletii (Cuadro 7
y Cuadro 8), con un P > 0.10 no se obtuvieron valores significativos. Por lo que no se puede
establecer con certeza el evento por el que atravesd la poblacion. Unicamente se puede inferir
los acontecimientos probables, por lo que se requiere de mas datos.

En el caso del gen 16S se podria inferir que todas las poblaciones han experimentado
un cuello de botella, unos méas recientes que otros (Cuadro 6). En el caso de la RNP
Patrocinio, RNP Sac Wach Ja, Finca Dulce Rocio y Los Andes podria ser un evento reciente.
Debido a que presenta pocos alelos raros, y por tanto se podrian haber perdido. Esta tendencia
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la demuestra los niveles de polimorfismos, los cuales son bajos. Por lo que, a excepcion de
Sac Wach J4, las demas poblaciones son areas perturbadas o que fueron perturbadas. Por lo
que su poblacion pudo disminuir, afectando la variabilidad genética (Pierce, 2009).
Principalmente porque el area sur, se encuentra en constante perturbacién, cabiendo la
posibilidad que no se fijen alelos raros. En cambio, debido al manejo de Sac Wach Ja, este
evento no la afecto dréasticamente. Por lo que es probable que haya bajado su variabilidad,
pero logré mantener parte de la misma.

En finca La Gracia, Reserva natural Tarrales y las Nubes, existe la probabilidad que
al haberse expuesto a este evento generaran alelos distintos a los ancestrales. Se puede apoyar
con los valores de Fgr y los niveles de polimorfismo. Indicando que existen frecuencia de
alelos raros. Siendo las Nubes, el Gnico sitio, confirmado con microsatélites, que atravesara
un cuello de botella (com pers. PhD. Alejandra Zamora) estableciendo alta tasa de variantes
en su ADN. Debido a que al ser un lugar aislado podria presentar perturbaciones de baja
frecuencia y grado, permitiendo fijar rapidamente nuevos alelos. A causa diferencia de las
demas zonas en las que no se perdid diversidad y se fijé pocos alelos raros. Aungue, en
Guatemala la poblacion de A. moreletii es mucho maés diversa; y probablemente el impacto
de las perturbaciones es mas bajo que las presentes en El Salvador. Principalmente, porque
al no presentar polimorfismos en las secuencias del gen 16S indica que no se han fijado alelos
raros.

Por otro lado, para el gen Cyt b, se podria inferir que la mayoria de la poblacion ha
atravesado por un cuello de botella reciente, a excepcion de Las Nubes (Cuadro 8). Esto
explicaria los bajos valores de polimorfismos presentes en las poblaciones para este gen. En
cambio, en las Nubes, a travesd un cuello de botella (com pers. PhD. Alejandra Zamora),
quizas mucho antes que el resto de zonas. Por lo que se encuentra en la expansion de
poblaciones, fijando alelos raros, resultados de su interaccion con el estimulo.

En ambos casos, la expansion de poblaciones, resultado de los cuellos de botella, se
han originado por actividades humanas recientes; y también se le puede atribuir a
acontecimientos naturales. En cuanto a las actividades humanas, el cambio de uso de suelo
es uno de los muchos factores que afectan a estas especies. Siendo la agricultura limpia anual
la predominante en Guatemala (Duro et al., 2005). Y al tener poco 0 ninguna conexion con
otras poblaciones, de esta especie, genéticamente seguirdn siendo poco diversas.

4. Analisis de filogenia

Las relaciones entre individuos se construyen a través de arboles filogenéticos los
cuales representan conexiones por descendencia comun entre especies 0 grupos taxonémicos
(Mendoza — Revilla, 2012).

En el caso de A. moreletii, se forman dos clados diferentes los cuales divergieron al
mismo tiempo, siendo los grupos categorizados mayoritariamente como: norte y sur (Figura
15). Estos se encuentran unidos mediante un nodo interno, que representa al ancestro comun
de los organismos (Mendoza — Revilla, 2012).

El G112 de la region norte, de las Nubes, fue el primero en separarse del resto de
los individuos. Por lo que algun evento como cuello de botella o bien el efecto de las barreras
geografica causo que alguna mutacion la separara de los demas individuos (lglesias, 2008).
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A partir de ahi se diversificaron dos clados, mencionados anteriormente, los cuales por el
soporte de las ramas sugiere que su construccion es fiable. Debido a que en las probabilidades
posteriores (pp) con un valor mayor a 95 se considera que la construccion del arbol es fiable
(Alfaro, Zoller y Lutzoni, 2003).

De esta forma el organismo de las Nubes conserva més de la secuencia ancestral
que los demas organismos que cambiaron debido a la incidencia de la barrera de
Centroamérica. Ademas, dentro de los grupos existen diferencias y similitudes los cuales
sugieren gue en alguin momento las poblaciones se encontraban conectadas y por ello pueden
estar estrechamente relacionadas.

Por otro lado, las secuencias de El Salvador, se encuentran relacionadas con las
poblaciones del sur de Guatemala. Esto sugiere que los individuos se desplazaron desde
México y se separaron en Guatemala, por la presencia de la barrera principal, Motagua —
Polochic — Jocotan (Cano, Schuster y Morrone, 2018). Esta teoria, podria apoyarse, con la
presencia del individuo G61 de las Nubes, perteneciente al lado norte de Guatemala, se
encuentra relacionado al clado sur. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que el soporte de
su rama es 59, muy por debajo de lo establecido para considerarse fiable. Por lo que se
requeriria de la construccion del arbol con mas replicas para seleccionar el mas parsimonioso;
0 bien la presencia de este individuo puede hacer referencia a la liberacion de especies.
Afectando probablemente a que el organismo se desarrolle adecuadamente en su nuevo
entorno. Sin embargo, para determinar la incidencia del mismo se requeriria mas estudios.

5. Modelos de evolucion

Genéticamente las poblaciones de organismos experimentan cambios a través de las
generaciones. Transmiten sus caracteristicas, pero con el tiempo la frecuencia de sus alelos
en un gen cambia en respuesta a condiciones en su ambiente (Monge — Najera, 2002).

En el caso de A. moreletii, se observé en su filogenia, que estas poblaciones han
experimentado cambios en sus alelos. Por ello se construye redes de haplotipos para los genes
16Sy Cyt b, los cuales nos ayuda a describir las relaciones evolutivas (Vazquez y Col, 2009;
Dominguez — Dominguez y Col, 2009).

Para el gen 16S de A. moreletii (Figura 16) se observan inicamente 6 haplotipos con
una diversidad de 0.5852, a nivel intra poblacional, los cuales han sido heredados a través
del tiempo por generaciones. ElI nimero de haplotipos indica muy poca variacién entre las
poblaciones estudiadas y probablemente el tiempo evolutivo ha sido mucho menor (Vazquez,
Castafieda, Garrido y Gutiérrez, 2009; Dominguez — Dominguez y Vazquez — Dominguez,
2009). En cuanto a la diversidad haplotipica, determina que hay una diversidad media del
gen en la poblacion (Jong, et al., 2011).

De estos haplotipos, se puede establecer que el haplotipo conformado por seis
poblaciones es ancestral. Principalmente porque este tipo de haplotipos presenta mayor
frecuencia y presenta maltiples conexiones (Vazquez y Col, 2009). Los cuales presentaron
mutaciones para originar el resto de las variaciones en los individuos de las zonas, los cuales
son haplotipos nuevos. Encontrandose en muy pocas poblaciones, ya que la mayoria (Reserva
natural Tarrales, Los Andes, Cd. de Guatemala y Parque Los Andes) solo presentan un
haplotipo; evidenciando asi la baja variabilidad.
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También, se puede observar que para generar un haplotipo de baja frecuencia
localizado Unicamente en Finca Dulce Rocid, esta zona enfrento varias mutaciones. Puede
ser probable que este origen sea por los cambios en su ambiente, ya que se considera una
zona perturbada, causo un nuevo haplotipo al adaptarse frente al estimulo, como un cuello
de botella.

Por otro lado, para el gen Cyt b (Figura 17), se observan unicamente 10 haplotipos
con una diversidad de 0.8063, a nivel intra poblacional. EI nimero de haplotipos indica muy
poca variacion entre las poblaciones. Sin embargo, la diversidad haplotipica, determina que
hay una diversidad media — alta del gen en la poblacion (Jong, et al., 2011). Por lo que, si
comparamos con el otro gen, las probabilidades de obtener mas variedad haplotipica es con
el de Cyt b; ya que esta region de se considera la mas polimorfica (Castresana, 2001).

Sin embargo, son pocas las poblaciones que presentan varios haplotipos.
Unicamente la ancestral que comprende siete lugares es la que posee la mayoria. En cambio,
los nuevos haplotipos se presentan en cuatro de las nueve zonas (RNP Finca Patrocinio, Los
Andes, Sac Wach Ja, Finca La Gracia, Finca Dulce Rocid).

Por lo que la diversidad tanto en El Salvador y Guatemala, para ambos genes, es
muy baja. Aungue, si consideramos la presencia de haplotipos en las poblaciones del norte y
sur (Figura 15 y Figura 16) la region norte es mas diversa. Para el gen 16S presenta cuatro
haplotipos mientras que la sur Gnicamente dos; y para Cyt b, la zona norte posee siete
haplotipos y la sur cuatro. También se puede observar que la separacion por las barreras
separé a las poblaciones en dos clados (norte y sur); por ello no se comparten haplotipos, a
excepcion del ancestral. Por lo que se evidencia que las poblaciones correspondientes al norte
de Guatemala, probablemente, la perturbacion es de baja incidencia y frecuencia,
permitiendo fijar mas alelos raros. A diferencia de la region sur que se encuentra en constante
perturbacion por la incidencia humana. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que muy
probablemente no se estd tomando el valor real de cada poblacién, por lo que podria haber
cambios; pero su tendencia evidencia que A. moreletii presenta diversidad genética muy baja,
y por ello posee pocos haplotipos.

B. Genética poblacional de A. callidryas

1. Indicadores de variabilidad genética

En A. callidryas en el gen 16S, la poblacion presenta 161 sitios polimérficos (S),
poseyendo ademas 169 mutaciones (1) (Cuadro 11). Por lo que es la especie que posee mayor
variabilidad, en cuanto a los hylidae estudiados. Siendo apoyado por sus valores de k y 7, los
cuales son mayores al resto.

La zona en la que presenta mayor polimorfismo es Costa Rica, en comparacion a
Panaméa, en donde doce de trece poblaciones poseen variabilidad genética. Esto puede
atribuirse a la cantidad de informacion que se obtuvo para cada sitio, siendo mayor para Costa
Rica. Por lo que no se presenta un valor real para Panamd, aunque podria inferirse como la
tendencia de estas poblaciones.

En el caso de Costa Rica, cuatro poblaciones poseen polimorfismos mayores a 20,
siendo la region sur la mas polimorfica. Especificamente en Uvita, sus niveles polimorficos
son los mas altos ya que esta poblacion se encuentra muy aislada de las demas. Por ello
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genero mas alelos privados, al no tener flujo genético. En cuanto a Cahuita y Manzanillo, son
zonas que se encuentran cercanas por lo que podria haber presencia de flujo genético. Sin
embargo, al ser unas de las que presentan mas polimorfismos puede que el flujo de genes es
poco generando alelos Unicos para cada poblacion. En cambio, para el resto de las zonas del
sur, presenta bajos valores en comparacion a las otras poblaciones. Por lo que es probable
que estas hayan experimentado eventos que disminuyan su variabilidad de forma continua,
evitando que se fijen mas alelos raros en cada poblacion.

Por otro lado, la zona norte, unicamente la reserva Cabo Blanco, enfocada a
conservacion, muestra muchos polimorfismos. Esta poblacion, al encontrase aislada de otras,
la presencia de altos polimorfismos se puede deber a que ha evolucionado
independientemente, generando alelos Unicos para la misma. Por ello eventos, como la deriva
genética, que cambian la variabilidad de los organismos puede que se presenten en baja
frecuencia y grado. Permitiendo de esta manera adaptarse y como resultado hay muchas
variantes en su ADN. En cambio, para el resto de las poblaciones del norte, presentan poca
variabilidad genética en comparacion a la de Cabo Blanco. A excepcidén de Siquirres, en la
gue no se encontraron polimorfismos; sin embargo, al poseer solo un individuo los datos no
son reales.

Los resultados anteriores se le pueden atribuir a la conciencia ambiental que han
adquirido Costa Rica desde 1995 (Mejia y Rojas, 2017). Siendo probable que esta diversidad
se haya mantenido o disminuido en baja frecuencia desde entonces. En cambio, en Panama,
las poblaciones presentan menos polimorfismos, dos de cinco poblaciones presentan
polimorfismos mayores a 20. Siendo Santa Fe y Chiriqui las que lo tienen. Esto ya que se
encuentran cercanas a barreras geograficas naturales e implementadas por el ser humano
(poblados). Por lo que han generado més alelos Unicos frente a los cambios en su ambiente.
A pesar de ello, la poblacion de Almirante, que se encuentra cercana a Chiriqui no presentd
polimorfismo. Por lo que esta poblacion al encontrarse mas al norte no tiene la disponibilidad
de flujo genético; y puede que se haya enfrentado a grados de perturbacién mas frecuentes
por lo que se perdieron los polimorfismos y no logro fijar nuevos.

Por tanto, en base a los resultados obtenidos, probablemente A. callidryas presente
mucho mas polimorfismo debido a las barreras geograficas. Las cuales permitieron que
generaran mas alelos privados. Por lo que, si continua de esta manera es probable que la
especie tienda a la especiacion alopéatrica (Saez, 2009). Se ha evidenciado cierta
diferenciacion en la especie en base a sus caracteristicas morfoldgicas. Las cuales
dependiendo de la regidn en que se encuentren varian sus patrones de coloracion (Duellman.
1970; Villa, 1972; Leenders, 2001; Savage, 2002).

2. Estructura genética poblacional

Para A. callidryas al comparar las 19 poblaciones, se obtuvo en un 86.0% una
diferencia muy grande entre las poblaciones (Cuadro 10). Por lo que la mayoria de las
poblaciones son muy diferentes entre si. Nuevamente se debe a las barreras biogeograficas y
probablemente a la distribucion ancestral de la especie. En primer lugar, las barreras
principales que separan las poblaciones son la Cordillera de Talamanca, la Cordillera Central,
las montafias de Tilaran y la Cordillera Guanacaste (Robertson y Zamudio, 2009). Estas
separan la region norte, sur de Costa Rica y Panam4; aungue también afecta en la separacion
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entre poblaciones del norte — norte y sur — sur. Por lo que, desde el origen de las barreras, en
el Cuaternario, hace 2.58 ma (Alfaro et al., 2018), lograron que estas poblaciones se
diferenciaran. Sin embargo, es probable que el principal motivo sea la distribucion de la
especie. Puesto que, al distribuirse desde el sur de Veracruz y norte de Oaxaca, México hasta
Panama (IUCN SSC Amphibian Specialist Group, 2020), la separacion de las poblaciones
ocurrio desde ese punto; ya que las barreras ocurrieron al mismo tiempo que las que separan
a A. moreletii.

A pesar de ello, no se le puede atribuir Unicamente la diferenciacion genética a estas
causas. Ya que en el caso de Gamboa esta se vio afectada por la barrera geogréfica
introducida por el ser humano, el canal de Panama. El cual desde su construccion en 1881
modifico (Autoridad del Canal de Panama, 2019) y aislé a la poblacion. Por lo que presenta
entre gran diferenciacion y diferenciacion muy grande con el resto de las poblaciones.

Por otro lado, las combinaciones con una diferencia media se refieren a algunas de
las comparaciones entre poblaciones de la misma region, es decir sur — sur y norte — norte.
En este caso hace referencia a poblaciones que se encuentran cercanas. Sin embargo, al estar
divididas por la presencia de la Cordillera de Talamanca se diferenciaron. Por lo que existe
la probabilidad que no haya flujo genético y las similitudes se deben a las regiones
conservadas y a la baja presencia de polimorfismos.

Por ultimo, aun se encuentran poblaciones denominadas con muy poca diferencia.
Entre las que destacan San Ramon y La Selva Bioldgica; y Manzanillo y Cahuita. En ambos
casos, puede que el flujo de genes exista o bien los polimorfismos son menos en comparacion
a las regiones conservadas.

3. Historia demogréafica poblacional

Para el gen 16S de A. callidryas, con un P > 0.10 no se obtuvieron valores
significativos, a excepcion de Uvita en Costa Rica, y Santa Fe en Panama4, el cual con un P
<0.05 los valores son significativos.

En el caso de estos dos sitios, ambas evidencian cuello de botella (Cuadro 11), por
lo que han atravesado por una disminucion de su poblacidn. Sin embargo, como se ha
observado en el Cuadro 9, si hay varios sitios polimérficos. Por lo que sea probable que,
aunque haya disminuido la poblacion no afecto mucho la diversidad genética de esta especie
en este gen. Principalmente, se le puede atribuir a que Costa Rica ha cambiado su vision a
uno mas de conciencia ecoldgica, por lo que la preservacion de los individuos en vida
silvestre sea més factible. Aunque, la evidencia del cuello de botella, determina que si ha
visto perturbacion. Puede atribuirsele a factores humanos nuevamente como el cambio de
uso de suelo o bien a un factor natural y a la vez inducido por el ser humano. Tal como la
quitridiomicosis (Batrachochytrium dendrobatidis), el cual se ha evidenciado en Costa Rica
y Panama. Inclusive en las demas regiones es probable que el cuello de botella también sea
responsable por este hecho. Debido a que se ha identificado la presencia de este hongo en
Costa Rica en la provincia de Guanacaste en especies de Craugastor ranoides (Zumbado,
2009); y en Panama se ha evidenciado en la region de Darién (Dicyt, 2019). Por tanto, a nivel
general esta especie ha atravesado por un cuello de botella tanto en Panama como en Costa
Rica, sin embargo, parece que no se ha visto muy afectada, al poseer 161 sitios polimorficos.
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4. Analisis de filogenia

En A. callidryas se observan cuatro clados, la regién oeste conformado por
poblaciones de Sur y Norte de Costa Rica, la Este formado Sur y Norte de Costa Rica y
algunas poblaciones de Panama, central conformado Unicamente por poblaciones de panama,
y la combinacién conformada por individuos del Este de Costa Rica y Panama, y el centro
de Panamé (Figura 17). En este caso ocho individuos provenientes de las poblaciones de
Cahuita (CRSH9), Manzanillo (CRSH6), Almirante (PASH6), Chiriqui (PASH2, PASH3,
PASH4, PASH5) y Santa Fe (PAC2), conservan regiones de su ancestro. A partir de ahi, se
diversifican dando origen a nuevos alelos, y por accion de las barreras geograficas, formo los
tres clados del Este, Oeste y centro. Sin embargo, debido a que el valor de soporte de su rama
es de 59 esta division no es muy clara. Aunque esto se le puede atribuir a que la construccion
del clado Este, el cual es poco fiable a comparacion de la Oeste. Sin embargo, se evidencia
que si existen diferencia entra las localizaciones de las regiones. Ademas, se puede evidenciar
que los individuos procedentes del centro de Panama son mas similares a la region Oeste de
Panama, aungue se diversificaron al mismo tiempo.

5. Modelos de evolucion

Se determind que para A. callidryas se presentan 71 haplotipos con una diversidad
de 0.9916, a nivel intra poblacional (Figura 15). Por lo que el nimero de haplotipos indica
una variacion alta entre las poblaciones (Jong, et al., 2011). Por lo que las probabilidades de
obtener un haplotipo diferente por especie son muy altas. En este caso, por lo menos, las
poblaciones presentan mas de un haplotipo. Por lo que la variabilidad de esta especie es alta,
teniendo mucha maés diversidad que la de los Hylidae en este estudio. Quizas mas en Costa
Rica que en Panama4, por la cantidad de zonas utilizadas. Aunque es muy probable que para
obtener esta cantidad de haplotipos la especie paso por varios eventos de mutaciones en su
ADN. Ya que, para generar, por ejemplo, un conjunto de haplotipos paso por mas de 50
mutaciones. Ademas de que no se diferencia cual es el haplotipo ancestral ya que todos se
encuentran en baja frecuencia. Siendo muy probable que el ancestral haya disminuido en las
poblaciones debido a los nuevos haplotipos. Por lo que las poblaciones pueden diferir mucho
entre ellas, tal como mostro los valores de Fgr.

C. Genética poblacional de P. hypomykter

1. Indicadores de variabilidad genética

Para P. hypomykter, a nivel intra — poblacional el gen 16S (Cuadro 12), posee 14
sitios polimarficos. Por lo que si existen variabilidad en la genética de esta especie. Ademas,
comparando con A. moreletii posee mas variabilidad con la misma cantidad de individuos.
Siendo Honduras la regién con mayor presencia de polimorfismos.

Sin embargo, si lo vemos inter — poblacionalmente la presencia de polimorfismos
es muy baja. Dado que probablemente han enfrentado perturbaciones de alto impacto y
frecuencia, por lo que se ha perdido la variabilidad y fija pocos alelos privados. Y al tener
poco o0 nada de intercambio genético su diversidad genética se ve afectada. Inclusive se
establece que tanto para la region norte y sur de ambos paises la variabilidad es baja. Esto a
pesar de que las poblaciones, en ambos paises, provienen, en su mayoria, de reservas
naturales. Se podria inferir, que la probabilidad de que no se esté dando un buen manejo a las
zonas. Pero, es mas probable que la cantidad de organismos para cada poblacién es muy baja,
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por lo que los valores no son los reales y estan sujetos a cambios. Aunque se puede estimar
que, al ser una especie vulnerable, no presente muchos polimorfismos.

De esta forma, si comparamos a otros organismos, por ejemplo, con una especie de
preocupacién menor como Batrachyla leptopus (Anura: Leptodactylidae), con el marcador
mitocondrial D-loop, se identificd 62 sitios polimorficos en 107 organismos (Esparza, 2015).
Debido a los pocos estudios en Hylidae, estos organismos no pertenecen a la misma familia
para hacer una comparativa mas fiable. Pero se puede ver representado como esta especie no
posee tanta variabilidad, a diferencia de A. callidryas. Por lo que un evento de perturbacion
de alto impacto podria afectar a la comunidad de ranas, llevandolo a una reduccion de su
poblacion (Torrades, 2002).

2. Estructura genética poblacional

En P. hypomykter al comparar las 14 poblaciones, se obtuvo combinaciones en un
78.2% con una diferencia muy grande (Cuadro 13). Por lo que en su mayoria al comparar las
poblaciones presentan diferencias en su ADN. Nuevamente estos patrones se deben a las
barreras geograficas, por la Cordillera Centroamérica, la cordillera Isabelia, Chontalefia y
Dariense, la sierra Madre y la prolongacion de los Andes (SICA, 2020). Ademas, al haber
varias barreras, también se encuentra diferencias dentro de las poblaciones del norte y del
sur.

En cambio, las poblaciones que son mas similares, algunas correspondientes a la
region sur, como Agua Buena y PN Montana Botaderos; aunque la mayoria de similitudes
son las poblaciones entre norte y sur. Por lo que es probable que estas zonas se encuentren
cercanas a la region central por lo que podria haber flujo de genes. También, es probable
porque estas poblaciones no presentaron polimorfismos. Por lo que los individuos son
genéticamente similares.

De esta forma, aunque se originaron a partir de una poblacién ancestral, acciones
humanas y ambientales las separaron. También, es probable que esta especie, y los otros
Hylidos en este estudio, se haya visto afectada por el evento de extincion que ocurrié a finales
del Terciario, con el cierre del istmo de panama, el cual origino eventos de glaciaciones (Gual
y Colino, 2011). Haciendo que estos eventos separaran el flujo de especies y aislara las
poblaciones. Asi como las acciones de la revolucion industrial, las cuales han modificado el
clima haciendo que las especies migren y se separen cada vez mas (Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico, 2002). Por lo que la mayoria de
poblaciones se encuentran en diferenciacion muy grande.

3. Historia demogréafica poblacional

Para esta especie, con un P > 0.10 no se obtuvieron valores significativos. Por lo
gue no se puede establecer con certeza que evento ha atravesado. Sin embargo, las
poblaciones podrian haber pasado por un cuello de botella reciente (Cuadro 13). A excepcién
de Pino Alto y PN Cerro Azul Meambar, en Honduras, las cuales ahora experimentan
expansion de poblaciones.

A pesar de que la mayoria de poblaciones se encuentran en parques naturales o bien
reservas privadas han experimentado perturbacion que afecto su diversidad. Principalmente
porque los polimorfismos evidenciados fueron muy bajos. Por tanto, se podria inferir que en
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estos dos paises no se le esta dando un uso adecuado al medio ambiente. Aunque también se
le puede atribuir que parte de estos eventos se puede deber, nuevamente, a la presencia del
hongo quitridio, detectado en varias especies de Hylidae en Honduras (Vasquez, 2011).

4. Analisis de filogenia

En este caso no existen clados divididos como A. moreletii y A. callidryas (Figura
16). Unicamente nos indica que el 94.5% de las poblaciones empleadas de Honduras y
Nicaragua estan emparentados. Por ello present6 bajos polimorfismos, siendo mas similares
que A. moreletii. Esto, ademas, evidencia la baja tasa de mutacion de la especie, generando
asi poca diversidad, ya que no fijan ni generan alelos Unicos, manteniendo mas la region
conservada. Aungue se observa que tres individuos, que pertenecen a Honduras, en PN
Cusuco (H30, H22) y PN Cerro Azul de Copan (H39) se separaron del resto de individuos.
Por lo que se podria inferir que hay variantes en su genoma. Aungue hay que tomar en cuenta
que para algunos sitios se formd a la poblacién con muy pocos individuos. Por lo que estos
datos podrian cambiar; sin embargo, se observa que la tendencia para esta especie es este
modelo. Ya que al ser una especie catalogada por la IUCN SSC Amphibian Specialist Group
(2020) como vulnerable, es muy probable que esta especie no posea mucha variabilidad.

5. Modelos de evolucién

Por Gltimo, en P. hypomykter present6 14 haplotipos con una diversidad de 0.5051,
a nivel intra poblacional (Figura 17). Por lo que el nimero de haplotipos indica una variacion
media entre las poblaciones (Jong, et al., 2011). De esta forma la cantidad de haplotipos se
concentra mas en algunas poblaciones. Principalmente como se evidencio en el arbol
filogenético, no hay variaciones y al no haber flujo genético las poblaciones no pueden
compartir alelos. Obteniendo asi el ancestral conformado por cinco poblaciones el cual
origino nuevos haplotipos y a su vez, probablemente, un haplotipo nuevo ancestral, el cual
comprende seis de las 14 poblaciones estudiadas. Las cuales se dividieron segln la region
norte (de seis poblaciones) y sur (de cinco poblaciones). Sin embargo, no experimentaron
tantas mutaciones como los haplotipos de A. callidryas. Por lo que es probable que la
capacidad de mutacion de esta especie sea baja, lo que la hace vulnerable a cambios drasticos
en su ambiente.

D. Recomendaciones para la conservacion de Hylidae en Centroamérica

La rana de ojos negros, A. moreletii, es una especie catalogada como preocupacion
menor segun la ITUCN SSC Amphibian Specialist Group (2017) Sin embargo, estos
resultados no estan apoyados de estudios genéticos de las poblaciones de la especie. Por ello,
es necesario elaborar analisis de genética de poblaciones para determinar las tendencias de
las poblaciones frente a eventos que puedan disminuir las poblaciones.

Segun los resultados obtenidos en este estudio, se establece que las poblaciones han
transcurrido por eventos que disminuyeron su variabilidad; por lo que la mayoria de los
organismos son similares. Al ser poblaciones pequefias las hace mas vulnerable a eventos de
extincion (Kretzmann, et al., 1997). Principalmente porque las poblaciones utilizadas se
encuentran en pozas artificiales y lugares perturbados. Ademas, esta especie al caracterizarse
por su reproduccion en estanques los esfuerzos de conservacion puede centrarse en esta linea.
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Principalmente, se puede dirigir los esfuerzos de conservacion de las poblaciones
en aquellas que presenten mas variabilidad haplotipica. Dando prioridad a las poblaciones
mas diversas: Las Nubes y RNP Finca Patrocinio, para los genes 16S y Cyt b (Figura 15y
Figura 16). Las cuales cuentan en el gen 16S con dos haplotipos cada uno; y en Cyt b con 6
y 3 haplotipos respectivamente. Siendo estas areas caracterizadas por cambiar a un manejo
mas ecoldgico y conservacionista. Ademas, se podria conservar las otras zonas que también
son diversas, en ambos genes, tales como Finca Dulce Rocio y RNP Sac Wach Ja. Esto en
cuanto a priorizar poblaciones, sin embargo, lo ideal seria priorizar las poblaciones
catalogadas como Unidad Evolutivamente Significativa (UES).

La Unidad Evolutivamente Significativa (UES) es importante conservar debido a
que representa a aquellas poblaciones o poblacion que se encuentran aisladas
reproductivamente de otras (Waples, 1995). Siendo un elemento importante para la evolucion
de la especie. Principalmente porque presentan una alta tasa de sustitucion nucleotidica, una
herencia clonal matrilineal y la ausencia de recombinacién (Avise, 1994).

En el caso de este estudio, para A. moreletii, segun la Figura 12, para el gen 16S, las
UES a considerar son RNP Patrocinio en el sur, y en el norte la RNP Sac Wach Ja.
Principalmente se debe a que la variabilidad de haplotipos presentes difiere mas. Para
Patrocinio, aungque en su mayoria es similar a las otras poblaciones posee un haplotipo
diferente. Al igual que Sac Wach J4, el cual presenta mas frecuencia del haplotipo distinto.
Sin embargo, se puede seleccionar las deméas poblaciones del norte, ya que también presentan
haplotipos no compartidos.

Por otro lado, nuevamente para A. moreletii, en base a la Figura 13, para el gen cyt
b las UES de norte y sur a seleccionar serian finca Dulce Rocié y RNP Patrocinio
respectivamente. Nuevamente Patrocinio presenta variedad y frecuencia de haplotipos no
compartidos. Por lo que lo hace el candidato ideal para conservar. Ahora, en el caso de la
zona norte varia la poblacion. Principalmente porque podria seleccionarse cualquiera de las
tres ya que presentan haplotipos diferentes. Sin embargo, Dulce Rocié es la unica que no
comparte ningan haplotipo. Por lo que ha ido evolucionando sus alelos muy distintamente a
las demas poblaciones. Debido a estos resultados, en ambos genes, es importante realizar un
estudio mas afondo con un valor cercano al total de la poblacion para ampliar la informacion.
Priorizando asi y logrando implementar estrategias de conservacion para las UES y aquellos
con alta variabilidad.

Por ejemplo, la época seca es la etapa en la que, los anuros, son méas vulnerables, ya
que las fuentes de agua son mas limitadas, afectando a su fase acudtica y terrestre (Reques,
2012). En el caso de las pozas artificiales, es indispensable que se conserven; ya que son
fuentes de agua que preservan el agua. Sin embargo, hay que tomar en cuenta el estado de la
poza, debido a que si se encuentra dafiada no permanecera el agua. Esto provocaria que las
especies se desplacen, ya que generalmente se encuentran ubicadas alrededor de 200 — 300
m de las zonas de reproduccion (Reques, 2012). Por otro lado, para las fuentes de agua
naturales no seria recomendable perturbarlas y mucho menos a su entorno con la introduccion
de pozas de materiales artificiales. Se podria implementar varias metodologias, tales como la
construccion de charcas y la colocacion de tubos PVC o bambu (Reques, 2012; Glorioso y
Waddle, 2014). Para las charcas, se podria implementar en areas muy amplias. El perfil mas

57



adecuado para la especie se puede elaborar tras un estudio de la profundidad, superficie,
pendientes adecuados; asi como la presencia de macréfitos acuaticos (Reques, 2012). Para
los refugios, utilizando tubos, se han implementado en Puerto Rico y Estados Unidos,
capturando, en un 82%, ranas de hylidae. Por lo que la implementacién en estas zonas puede
ayudar en su conservacion (Glorioso y Waddle, 2014). Aunque, por las variedades en su
largo, ancho y lugar de colocacion, es importante elaborar un estudio para determinar el
modelo adecuado para la especie. Esto ademas ayudaria entre la conectividad de poblaciones
y a la reproduccion de otras especies.

Luego de su implementacion, si es un lugar abierto al publico es importante
concientizar a las personas. Esto por medio de carteles informativos que expongan la
importancia de la conservacion en los organismos. Asi como, advertir que no se encuentra
permitido molestar ni alterar su habitat (Reques, 2012).

También, es necesario realizar un estudio mas amplio en Guatemala para determinar
cuéntas poblaciones se encuentran y en qué estado se encuentran. La informaciéon que
brindara ayudara a seleccionar la metodologia a implementar para conservar a la especie y
que poblaciones. Ademés, ayudard a determinar qué tan separadas se encuentran las
comunidades para volver a recuperar la conectividad. Se puede realizar a través de la
herramienta de Sistemas de Informacién Geografica (SIG). En el cual se puede localizar las
poblaciones y las fuentes de agua disponibles, y determinar las distancias (Reques, 2012).
Ademas, es importante que luego de las implementaciones de distintos métodos para
conservar, se contine monitoreando a la especie. De esta forma se podra obtener datos para
observar como ha ido progresando la especie.
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VIII.CONCLUSIONES

Los resultados para este estudio sugieren que las poblaciones de Agalychnis
moreletii en el gen 16Sy Cyt b, y para Ptychohyla hypomykter en el gen 16S poseen una baja
diversidad de ADN. Presentando, respectivamente entre 11, 18 y 14 zonas polimorficas a
nivel intra — poblacional. En cambio, otra especie de Hylidae, como lo es Agalychnis
callidryas presento 161 sitios polimorficos. Sin embargo, los altos polimorfismos
evidenciados en esta especie sugieren que de continuar asi se genere especiacion alopatrica.
Por lo que, en estas poblaciones, la existencia en su baja diversidad se deriva de la pérdida
de conectividad entre estas poblaciones. Y en este caso la alta variabilidad indica que las
poblaciones se estan aislando generando alelos privados para ciertas poblaciones.

Por ello se dividen en clados, los cuales se generan debido a la presencia de las
barreras geogréficas, tales como la depresion del Valle del Motagua, la cadena volcénica, la
Cordillera de los Cuchumatanes, la llanura costera del pacifico en Guatemala y El Salvador
(UPIE — MAGA y MAGA - BID, 2001). La Cordillera Centroamericana, la cordillera
Isabelia, Chontalefia y Dariense, la sierra Madre y la prolongacion de los Andes en Honduras
y Nicaragua (SICA, 2020). Y la Cordillera de Talamanca, la Cordillera Central, las montafas
de Tilaran y la Cordillera Guanacaste en Costa Rica y Panama (Robertson y Zamudio, 2009).

Sin embargo, estos eventos no son la unica causa de la pérdida del flujo genético,
ya que principalmente la incidencia humana ha provocado mucha fragmentacion y
destruccion de habitat, lo que a su vez causa declives poblacionales. A pesar de que los
valores no hayan sido significativos con un P > 0.10 la tendencia apunta a esta teoria. A
diferencia de las Nubes en Guatemala que mediante microsatélites se establecio que atraveso
por este evento (com pers. PhD. Alejandra Zamora). En cambio, en Uvita de Costa Rica y
Santa Fe de Panama, en este estudio, con P significativo < 0.05, estas poblaciones
experimentaron un cuello de botella. De esta forma los poblados, el cambio de uso de suelo,
el establecimiento de los monocultivos y la construccién del canal de Panama disminuyeron
el flujo genético de las especies.

Tal como lo demuestra la filogenia, en el cual se evidencia grupos categorizados
mayoritariamente como sur, norte para A. moreletii; y este, oeste y central para A. callidryas.
En cambio, para P. hypomykter no se establecen clados ya que la mayoria de los individuos
poseen pocos polimorfismos, que muy probablemente no afecten en esta region del gen 'y por
ello no se diversifican en clados.

Estos eventos, ademas, se evidencian en la red de haplotipos, los cuales
determinaron la diversidad y separacién que se encuentran en las poblaciones estudiadas.
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Para A. moreletii, en el caso del gen 16S y Cyt b, se encontrd poca variacién entre
las poblaciones. Principalmente porque el numero de haplotipos fue bajo (6 y 10
respectivamente), el cual se debe a su capacidad evolutiva frente a eventos de deriva genética.
Ademas, la diversidad haplotipica, establece que no hay tanta variacién en el gen, por tanto,
los organismos poseen baja diversidad y tasa de mutacion. Por otra parte, para A. callidryas,
es la especie de Hylidae que presenta mas polimorfismos. El cual es apoyado por su
diversidad haplotipica, al ser alta. En cambio, en P. hypomykter, presenta mas polimorfismos
que A. moreletii; sin embargo, estas son especificas para las poblaciones, en algunos casos,
y no se comparte la mayoria como en A. moreletii.

Por tanto, en base a los resultados obtenidos, los esfuerzos para la conservacion se
centrarian en mejorar la conectividad entre poblaciones y disminuir los riesgos que presenta
la época seca. Principalmente, porque se evidencia la tendencia, al menos para los lugares de
estudio de Guatemala y EIl Salvador, que lugares més perturbados no fijan alelos y por ende
se pierde la variabilidad. Por ello para A. moreletii, en base a las UES la conservacion se
centraria principalmente en finca Dulce Rocio. Que a pesar de ser un &rea altamente
perturbado la capacidad evolutiva y de adaptacion de los organismos ha ayudado a mantener
cierta diversidad, y diferencia haplotipica. Al igual que en RNP Sac Wach Ja y las Nubes, al
ser poblaciones con baja perturbacién se buscaria aumentar el flujo de genes para mejorar la
diversidad de las poblaciones. Asi como la RNP Finca Patrocinio, el cual a pesar de ser de la
regién del sur que se considera la mas perturbada. En esta zona se le estd dando un manejo
mas ecologico y conservacionista. El cual ha permitido una diversidad un poco mas alta y
con diferencia haplotipica.
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IX. RECOMENDACIONES

Para estudios de este tipo es importante que se elaboré con el total de la poblacién
o al menos un numero cercano. De esta forma se obtienen datos mas representativos de las
poblaciones utilizadas. También, para que los datos sean mas completos es importante apoyar
los resultados con un estudio ecoldgico. De esta forma se puede relacionar y evaluar la
exposicion del organismo frente a su habitat. Estudiando asi la calidad del agua de la zona,
los organismos vegetales y animales con los que se relaciona; y ver como afecta directa o
indirectamente al organismo. Por lo que se puede catalogar a las zonas en las que se encuentra
su grado de perturbacién mas certero.

También, para ampliar la informacion del estudio molecular se pueden utilizar més
marcadores moleculares mitocondriales. Se recomienda utilizar los marcadores descritos por
Palumbi, et al. (2002) y Faivovich et al. (2004). Ademas, se pueden disefiar marcadores
especificos para esta especie. De esta forma se podria obtener mas informacién del gen
mitocondrial de las especies. Ademas, se podria apoyar y aumentar la informacién obtenida
con la utilizacion de marcadores moleculares de tipo microsatélites. Los cuales brindan
informacion mas reciente de las especies estudiadas, a diferencia de los mitocondriales que
ven eventos pasados. Ademas, porque mediante estos marcadores se pueden implementar
para calcular el tamafio efectivo de una poblacion (FAO, 2017). Determinando asi hacia qué
direccidn se dirigirian los esfuerzos de conservacién desde un punto genético

A su vez, los esfuerzos de conservacion se pueden ampliar en Guatemala si se
trabaja junto a CONAP. Debido a los decomisos realizados por parte de esta institucion, se
podria determinar el acervo genético de la especie en cuestion y orientar las liberaciones
segun le corresponda. De esta manera, se podra evitar el caso de finca Las Nubes. Del cual,
se podria estudiar las probables repercusiones sobre el organismo a causa de liberaciones no
orientadas en su genética.
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XI. APENDICE

Apéndice 1. Cantidad de secuencias utilizadas de zonas de Guatemala y EIl Salvador para el
analisis de Agalychnis moreletti de los genes mitocondriales 16S y Cyt b. Para 16S se
analizaron secuencias de 544 nucledtidos de largo, y para cytb de 788 nucledtidos de largo.

Area Gen 16S Gen Cythb
RNP Patrocinio, Quetzaltenango (GT) 10 11
RNP Pamac, Alta Verapaz (GT) 9 8
Finca Dulce Rocio, Zacapa (GT) 4 4
Finca La Gracia, Escuintla (GT) 6 6
Reserva natural Tarrales, Suchitepéquez (GT) 6 5
Los Andes, Suchitepéquez (GT) 3 4
Las Nubes, Alta Verapaz (GT) 10 11
El Naranjo, Guatemala (GT) 1 1
Los Andes, El Salvador (SV) 6 10
Total 55 60
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Apéndice 2. Cantidad de secuencias utilizadas de zonas de Costa Rica y Panama para el
analisis de Agalychnis callidryas del gen mitocondrial 16S. Se analizaron secuencias de
1149 nucledtidos de largo

Area Gen 16S

Uvita, Puntarenas (CR)
Tilaran, Guanacaste (CR)
San Ramon, Alajuela (CR)

Siquirres, Heredia (CR)

Sierpe, Puntarenas (CR)

Santa Fe, Veraguas (PA)

Playa Bandera, Puntarenas (CR)
Pavones, Puntarenas (CR)
Reserva Cabo Blanco, Puntarenas (CR)
Manzanillo, Limon (CR)
Estacion La Selva Biologica, Heredia (CR)
Gamboa, Panama (PA)

El Valle, Cocle (PA)
Universidad Earth, Heredia (CR)
Parque Nacional EI Cope, Cocle (PA)
Chiriqui, Bocas del Toro (PA)
Rincon Osa, Puntarenas (CR)
Cahuita, Limon (CR)
Almirante, Bocas del Toro (PA)

PP owprpoor,pPpoONPEELPDNWO

Total

~
(o]

Apéndice 3. Cantidad de secuencias utilizadas de zonas de Honduras y Nicaragua para el
analisis de Ptychohyla hypomykter del gen mitocondrial 16S. Se analizaron secuencias de
551 nucleottidos de largo.

Area Gen 16S

Agua Buena, Olancho (HN)

PN Montana Botaderos, Olancho (HN)
PN Montana Santa Barbara, Santa Barbara (HN)
PN Montana Comayagua, Comayagua (HN)
Montana de Jacaleapa, Olancho (HN)
Pino Alto, PN Pico Pijol (HN)

PN Cusuco, Cortes (HN)

PN Cerro Azul Meambar, Comayagua (HN)
PN Cerro Azul Copéan, Copan (HN)

PN Pico Pijol, Yoro (HN)

RN Penas Blancas, Jinotega (NI)

PN Saslaya, Jinotega (NI)

RN Cerro Kilambe, Jinotega (NI)

RP Selva Negra, Matagalpa (NI)

FloNvprrrRrOMENVONR R

Total
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Apéndice 4. Licencia de investigacion y colecta gestionada en el Consejo de Areas
Protegidas (CONAP) para A. moreletii en Guatemala.

N\

B il . = Expeints z%
GORIERNO DI Lt 15 BUICA DE <4 Licencia de Investigacién y
GUATENALA. |3 o
UATE e DVS/ASHI,
CONAP )

CONSEJO NACIONA).
DE AREAS PROTEGIDAS

POR TANTO:

Conbaseenloesmlecidoenlosavﬂwbs.’ﬂ,35,47.52,56.75hdsoc)y76dolaLeydeAlaastgida,
Decreto Nimero 4-89 del Congreso de la Repiblica y sus Reformas; y en el articulo 26 del Reglamento
dalaUydehumbgb&,mmGubmnaﬁwﬁ&gOdehPmdehstmYmNoA
04-03-2015 del Consejo Nacional de Areas Protegidas ~CONAP-,

LA DIRECTORA DEL DEPARTAMENTO DE VIDA SILVESTRE
RESUELVE:

L Mwﬂmhm%nmmda@mmwyma%wmmmparael
d del proyecto i “C de anfibios P Fil de
la rana de ojos negros Agalychnis moreletii (Duméril 1853)".

L. Para alcanzar los objetivos planteados en lahwsﬁgadbnsamwizalaueenciadeoobchaotga
Alejandra Zamora Jerez como investigadora y Erick René Lopez de Paz y Cristina Arrivillaga Pontaza
como acompafiantes, de conformidad con el siguiente cuadro:

= Cantidadde | Cantidad de
Departamento Municipio Sitio Especie especimenes a muestra de
| hisopado bucal |
Santa Lucia . | Agalychnis
Esunta | Finca La Gracia i 5 )
Universidad del v
Guatemala |  Guatemala Valede | Agelycnis 5 8
Guatemala
Resevael | Agalychnis
Retahueu |  EIPaimar Rasens N 5 8
San Rafael Pie )
San Marcos | o1 e Finca VitaAicia | Ag@lyhris 5 8
Fincalos | Agalychnis
Suchitepéquez | Santa Barbara T i 5 80
Suchopéquez | San Bérbara | Finca Los Andes | Adelichns 5 w0
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Ref. DVS/ASM
ina & de 4
CONSEJO NACIONAL CONAP Pigina
DE AREAS PROTEGIDAS
en con el

sobre y
objeto de compartir los derechos de autor .
articulo 26 literales b) y e) del Reglamento de la Ley de Areas Protegidas.

XI.  Notifiquese.




Apéndice 5. Renovacion licencia de colecta gestionada en el Consejo de Areas Protegidas
(CONAP) para A. moreletii en Guatemala.
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protegidas gestionada en el Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales en El

Apéndice 6. Autorizacion de investigacion y recolecta cientifica en areas naturales

Salvador, para A. moreletii.

EaVD
)
\ "ju-mr

RESOLUCION MARN-DEV-GVS-AIMA-074-2016

AUTORIZACION DE INVESTIGACION Y RECOLECTA CIENTIFICA EN AREAS

NATURALES PROTEGIDAS

San Salvador, a los treinta dias del mes de agosto del aflo dos mil dieciséis. Vista la solicitud

la licenciada Olga Alejandra Zamora Jerez, cstudiante de Doctorado de la

par
Universidad de Manchester Reino Unido, con pasaporte Guatemalteco nimero uno nueve tres seis
nmcuwmmrcimnﬁﬂt‘moomplﬂhdtmedm:EMMupudefnwn

Guatemalteco nimero dos tres cinco cuatro cinco seis nueve dos seis; Raquel

pasaporte

Concepcién Alvarado Larios, con Documento Unico de Identidad nimero Cero cuatro ocho cero
tres cero ocho cuatro guion cinco; Néstor Esad Ruballe Marroquin, con Documento Unico de
Identidad nimero Cero cuatro ¢inco uno uno tres cuatro cero guidn ocho; para que se les autorice
Illdendndteﬂuuibndesiﬁnsdemuﬂmym}dmﬂdﬂndtmﬂodologhdemdemm

de tejido de renacusjos, para la realizacion de I investi

n cientifica denominada:

“Filogeografia de la rana de ojos negro Agalychnis moreletii (Dumeril 1853)". Para continuar
desarrollindose entre ¢l treinta y uno de agosto al treinta de septiembre de dos mil diecisiete. EI
Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales,

CONSIDERANDO:

Que de conformidad al Articulo 117 de la Constitucion de la Repdblica, es deber del
Estado, proteger los recursos naturales, asi como la diversidad e integridad del medio
ambiente, para garantizar ¢l desarrollo sostenible; declara de interés social Ia proteccion.

racional, o sustitucion de los recursos

naturales;

Que mediante Decreto Legislativo No, 844, fecha catorce de abril de 1994, publicado en ¢l
Diario Oficial No. 96, Tomo No., 323, del veinticuatro de mayo del mismo aflo, se
promulgd la Ley de Conservacién de Vida Silvestre, la cual mediante Decreto Legislativo
No. 441, publicado en el Diario Oficial No. 133, Tomo No. 352 de fecha 16 de julio de
2001, fue reformada, estableciendo que es ilidad del Ministerio de Medio
Ambxnl:vRmuNMmk&hlﬂdeel-:lwlqmlnqmvup«nlll
proteccion, y ible de la vida silvestre;

Que segin ¢l Acuerdo No. §, del Ministerio de Medio Ambicnte y Recursos Naturales,
publicado en ¢l Diario Oficial No. 10, Tomo No. 406, del 15 de encro del dos mil quince,
se delega en el Titular de la Direccidn General de Ecosistemas y Vida Silvestre el

imi de las atribuci i en la Ley de Conservacion de Vida

Silvestre;

Revolucitn 8 0 p

de litex estériles y serdn colocados en bolsas plisticas a las que se les asignard un
ndmero comelativo, para la toma de medidas morfométricas;

2) La woma de 75 muestras de saliva de A. morelett por medio del uso de hisopos de
rayén estériles (MW113). El hisopo s almacenard en un vial de 1.5ml. con etanol al
95%. Solamente cuando sea necesario los imenes serdn sacrificados (tres
individuos adultos machos y/o hembras) utilizando una solucién de MS 222 (Tricaina
metane-sulfonate: 1:1000-1:5000) o Benzocaina 1:10000 para anestesiarlos (CCAC
1998). Se tomard una muestra de higado y se almacenard en etanol 95%. Los animales
mﬂﬁcﬁosuﬁ)ﬂnmfmﬂwl%yw serin almacenados en etanol 70%.
Los serdn de referencia del Museo de

Ilinom Natural de El Salvador (MUHNES} Las muestras de saliva serin trasladadas a

niversidad de Manchester, Reino Unido, en donde se realizaran los andlisis

manenmdclmmummn«poﬂMuuwpummwmlm
de referencia de EI MUHNES y otra copia se trasladard a la Universidad de
Manchester;

3) No sc autoriza la metodologia de toma de muestras de tejido de renacuajos de
Agalychnis moreleti, udmelenmdehp-mdehmddmmmpod«
obtener ADN, ni su almacenaje en etanol al 95 % para su preservacion:

&

Utilizar ¢l equipo, herramientas, materiales y téenicas, poniendo especial atencién a la
geo referenciacion y conservacion de las muestras;

<

Utilizar los métodos y técnicas mas idoneos y selectivos posibles, que dafien lo menos
posible a los especimenes fauna recolectados:

6) La toma de fotografia estd permitida, para documentar los especimenes, sin
recomienda tener precaucion en el exceso de lnmamyhmuuhuclomdcﬂuh
para no perturbar a especimenes;

7) En caso de necesitar prorroga para continuar la investigacion, recolecta y manipulacion,
deberd de tramitar la respectiva solicitud con cinco dias de anticipacion al vencimiento
del plazo otorgado en ¢l presente permiso:

8) Entregar a esta Cartera de Estado a través de la Direccion General de Ecosistemas y
Vida Silvestre, dos copias impresas y en formato digital del informe final ¢ incluir
documentacion fotogrifica en una digital en formato JPEG, para cumplir con ls
obligacion legal establecida en el articulo 6 literal d) de la Ley de Conservacién de Vida
Silvestre que literalmente dice “publicar los cstudios y ponerlos al acceso del pblico y
de In comunidad cientifica por igual, asi como realizar otras actividades que promuevan
los recursos de vida silvestre y su uso adecuado”;
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Que segiin el Acuerdo No 60 del Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales, del
diez de marzo del dos mil quince, ndt‘lepmel TiluludelnD:recc-MGen«-lde
Ecosistemas y Vida Silvestre el i de las atri i Ia Ley de
Arcas Naturales Protegidas;

Que el Ant. 31 de la Ley de Areas Naturales Protegidas, dispone que la investigacion
técnica y cientifica es prioritaria en las Arcas Naturales Profegidas, Que dichas
Invmnwmmpualmlrendmmﬂnodclummyd:heﬂnmmmh
correspondiente autorizacion;

Que habiendo analizado la solicitud en mencidn. se considera que la ejecucion del proyecto
¥ su extension a otras Area Natural no ocasionard impacto negativo significativo en los
ccosistemas ni en las poblaciones de ranita de ojos negros que habitan en los sitios
escogidos para muestrear;
Que los resultados de la i i de la diversidad de
y fauna, asi con lo 1 articulo 6, literal d) de ls
Ley de Conservacion de Vida Silvestre que literalmente dice: “Publicar los estudios y
ponerlos al acceso del piblico . de Ia comunidad cintifca por igual, asi como realizar
de vida silvestre y su uso adecuado”,

POR TANTO:

De

conformidad a los Articulos 66 y 67 de la Ley de Medio Ambiente, 6 literales d) y ) de la Ley

de Conservacion de Vida Silvestre; y Articulos 5 y 6 literal h), 31, 33 y 65 de la Ley de Areas
Naturales Protegidas,

RESUELVE:

L AWOthmmuﬁAmlmmMedﬁlemdtln

iversidad de Manchester Reino Unido, en compailia de colaboradores: Erick René

Mprz de Paz, R.quel Concepcién Alvarado Larios y Nemr Esaii Ruballo Marroquin, para

continuar realizando igacion cientifica de la rana de

ojos negro Aynbrhnh moreletil (Dumeril 1853)", cn los. sitios: Bosque Cinquera,

de Cabafias; Parque Nacional Andes, Volcin Tlamatepec, Parque

Nacional Cerro Verde, y Parque Nacional Montecristo departamento de Sants Ana,

adicionando ¢l sector San Blas (Parque Nacional Cerro Verde), Eco Parque El Espino,
Parque acuitico Los Chorros, departamento de La Libertad: Laguna Verde,

de Ahuachapin: Parque Bicentenario, San Salvador. Bajo las condiciones, prevenciones y

disposiciones especiales siguientes:

De lus condiciones:

1) Se autoriza ¢l empleo del método de relevamiento por encuentro visual (VES) en
horarios de 7:00 pm a 11:00 pm, los especimenes serin capturados utilizando guantes

6

2. CONCEDER PERMISO DE INGRESO s las Area Natural Protegida Bosque Cinquera,

-

de Cabadas; Parque Nacional Los Andes, Volcin llamatepec, Parque

departamento
Nacional Cerro Verde incluyendo sector San Blu, y Parque Nldonll Montecristo

de La Libertad; Laguna Verde, departamento de Ahuachapin; Parque
Bicentenario, San Salvador, pars que realice la recolects cientifica de saliva y especimenes
¥ de_informacién de “ranita de ojos negm’ (4. mareletil) para ¢l estudio aiba
con el ito por parte de la pris , para que en
mdeqnenmmmelmudmlxuoxemummh-qwmnwhm
mﬁneswmﬂdlks:ncluweodelodupueslomcllﬂlmloISdeICmvenlombn:ll
Diversidsd Biologica, asi como con foda la normativa respectiva y los
intemacionales para su transporte;

A VIGENCMd:hpemennﬂmmnnnpmrklmmymdemdudmde
septiembre de dos mil diecisiete

COMUNIQUESE-A LA DIRECTORA GENERAL DE ECOSISTEMAS Y VIDA

SILVESTRE, a.i. (f) SILVIA MARGARITA HERNANDEZ DE LARIOS




