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Rasgos funcionales asociados a comunidades de anfibios del corredor de bosque nubosos de

Baja Verapaz: ¢ Microbioma bacteriano como rasgo funcional?

1 Resumen

Los bosques nubosos, en los ultimos afios, estan amenazados por la transformacion antropogénica
y el cambio climatico, reduciendo el efecto positivo de la diversidad bioldgica para fomentar
servicios ecosistémicos. Tomando en cuenta a los anfibios como modelo, la ecologia funcional fue
utilizada como herramienta para evaluar la pérdida de diversidad bioldgica en un gradiente de
bosques nubosos de regidn de las Verapaces, considerando 4 fragmentos de bosque con diferentes
condiciones de tamarfio. Se utiliz6 informacidn sobre anfibios previamente colectados (14 especies)
y simulaciones de la distribucidn de los rasgos morfomeétricos (18 especies), basados en informacion
de literatura. Muestras del microbioma bacteriano de la piel y del hongo patégeno de anfibios
Batrachochytrium dendrobatidis fueron colectadas de 10 especies en el BUCQ para andlisis futuros,
con el fin de asociar su efecto como rasgos funcionales en los procesos de ensamblaje de las
comunidades de anfibios. En base a los patrones sugeridos por nuestro modelo simulado y
observado, los rasgos funcionales reflejan mejor la pérdida de biodiversidad que la riqueza
taxondmica en anfibios. Por ejemplo, los fragmentos de bosques medianos (Biotopo del Quetzal y
Chelemhd), a pesar de tener riqueza comparable al fragmento mayor, tuvieron como resultado una
menor amplitud de todos los rasgos funcionales morfolégicos, sugiriendo menor variabilidad en las
poblaciones. De esta manera, la conectividad y tamafio de fragmentos podria ser evaluada por medio
de rasgos funcionales en anfibios en bosques que aparentemente albergan diversidad representativa

y asi fomentar la conservacion de anfibios del corredor de bosque nuboso.

Palabras clave: Anura; Salamandras; Rasgos; Quitrido; Biodiversidad.

2 Abstract

In recent years, cloud forests are threatened by anthropogenic transformation and climate change,
reducing the positive effect of biological diversity for ecosystem services. Using amphibians as a
model, functional ecology was proposed as a tool to evaluate the loss of functional diversity in a
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cloud forests in Verapaz region; considering different forest fragment size conditions. Information
of amphibians previously collected (13 species) was used and simulations of the distribution of
morphometric traits of amphibians were made (18 species); based on information from the literature.
Also, samples of bacterial microbiome and the pathogenic fungus of amphibians Batrachochytrium
dendrobatidis were collected from skin of 10 species of amphibians in the BUCQ for future analysis,
in order to associate their effect as functional traits in the assembly processes of amphibian
communities. Based on the patterns suggested by our simulated model and measured data,
functional traits reflected biodiversity loss better than taxonomic richness in amphibians. For
instance, the median forest fragment (Biotopo del quetzal and Chilasco), despite having richness
comparable to the largest fragment, the amplitude of all morphological functional traits was
narrower compared to other fragments. This suggests less variability in its functional traits. This
leads us to suggest that the connectivity and size of fragments could be evaluated in apparently well-
preserved areas by amphibian functional traits and could be important to promote amphibian
conservation in the cloud forest.

keywords

Anura; Salamanders; Trait; Chytried; Biodiversity.

3 Introduccién

En la actualidad se ha evidenciado, desde lo tedrico-experimental hasta lo observacional, que existe
una relacion positiva del efecto de la diversidad bioldgica sobre la funcionalidad de un ecosistema
(Baert, Eisenhauer, Janssen, & De Laender, 2018). Independientemente del enfoque y debate, que
atienda a explicar el proceso que conlleva a la formacion de esos ensambles altamente diversos
biolégicamente (Chase, 2014; Hubbell, 2001; Scheffer, van Nes, & Vergnon, 2018), varios
cientificos han advertido sobre la pérdida masiva de diversidad en todos sus niveles considerando
como la sexta extincion masiva (McCallum, 2015; Wake & Vredenburg, 2008), en muchos casos
mostrando que el mayor factor esta asociado a la pérdida de bosques. Sin embargo, otros factores
han sido considerados sinérgicos en la pérdida de la biodiversidad como los contaminantes, cambio
de clima, enfermedades, etc. Dentro de este contexto también la funcionalidad de los ecosistemas ha

estado modificandose (Barlow et al., 2016).
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Los anfibios especificamente tienen la habilidad de mantener la energia y materiales en su
comunidad; ademas de la construccion de interacciones entre redes troficas de un ecosistema
(Gravel, Albouy, & Thuiller, 2016); y al parecer son uno de los grupos con mayor amenaza global.
De hecho, el 40% de todas las especies se encuentran bajo alguna categoria de amenaza, segun la
Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza — IUCN- (Stuart et al., 2008). Las
disminuciones se han asociado con varios factores como la deforestacion, la contaminacion
ambiental, el cambio climatico, la introduccion de especies exdticas, las enfermedades y una sinergia
compleja de ellas en un contexto geogréafico (Blaustein et al., 2011; Hof, Aradjo, Jetz, & Rahbek,
2011). Coincidentemente una de las mayores amenazas para este grupo es la pérdida de héabitat,
debido a la naturaleza dindmica espacial y temporal de sus poblaciones. De manera que la
deforestacion expone a los anfibios a fuertes cambios en los regimenes microclimaticos,
homogeneiza la complejidad del habitat y separa las poblaciones, aumentando la probabilidad de
extincion poblacional regional (Hussain & Pandit, 2012).

En los ultimos 30 afios, se ha iniciado un esfuerzo en estudiar el fenomeno del declive de las
poblaciones de anfibios (Stuart et al., 2008; Wake & Vredenburg, 2008). Curiosamente, se ha
encontrado que, a pesar del declive poblacional de algunas especies de anfibios, muchas especies
aun siguen presentes en los bosques y probablemente han cambiado sus roles en el ecosistema,
pasando desapercibido su homogenizacién funcional. Por ejemplo, se han evidenciado que especies
comunes hace 40 afios ahora son raras y algunas especies que eran raras ahora son comunes; Como
el caso de la salamandra Bolitoglossa morio (Rovito, Parra-Olea, VVasquez-Almazan, Papenfuss, &
Wake, 2009). Esto nos sugiere que, a pesar de mantener la riqueza de anfibios, especialmente en los
bosques nubosos, existe un recambio en su funcionalidad; un aspecto que no se ha considerado
profundamente. Por ejemplo, la deteccion de enfermedades, como la quitridiomicosis, en anfibios
en bosque nubosos de Guatemala (Ruano-Fajardo et al., 2012) es un indicador de advertencia de
perturbacion del sistema, que puede afectar la funcionalidad ecosistémica de anfibios. Por otro lado,
la riqueza de microbioma ha sido vinculada a proveer beneficios de buena salud, resistencia a
enfermedades y adaptacion a ambientes (Jiménez & Sommer, 2017). Por estas razones es de suma
importancia asociar estudios que incluyan la patogenicidad con el microbioma como rasgos
funcionales en los ensambles de anfibios. Por ejemplo, Ellison, y colaboradores (2018) presentan el

unico estudio con microbioma de anfibios de Guatemala. Este estudio sugiere que la historia
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filogenética de anuros influye en la diversidad y la estructura de la comunidad del microbioma
bacteriano; en niveles taxondmicos amplios (entre 6rdenes). Ademas, sugiere que la influencia del
tipo de hébitat, en la comunidad de microbioma de la piel de anfibios, es de importancia a nivel de
género y especies. Ellison, y colaboradores (2018) también recomiendan hacer estudios con
mualtiples clados a nivel de especie, ademas de incluir muestras de microbioma del habitat. En otro
estudio, en el bosque atlantico brasilefio, se evidencié que la composicion del microbioma
bacteriano, de poblaciones de la rana Dendropsophus minutus (Hylidae), esta asociado a la
conectividad que tenga con distintos parches de bosque (Becker, Longo, Haddad, & Zamudio, 2017).
A la vez, hace ver que es de los primeros estudios que utiliza la relacion de la heterogeneidad del
paisaje para evaluar la relacion de los anfibios con su microbioma y como hospederos del hongo
patdgeno quitrido. Sin embargo, ambos no consideran el ensamble de comunidad de anfibios a un
nivel de individuo como parte de evaluar la estructura y composicion local. Cabe mencionar que no
existe un estudio de rasgos funcionales en animales de Guatemala. Por lo que este estudio plante6
evaluar la pérdida de diversidad funcional de anfibios en gradientes ambientales en el contexto del
corredor de bosque nuboso en Baja Verapaz. Especificamente, basados en las herramientas de la
ecologia funcional; utilizando caracteristicas fenotipicas funcionales de anfibios (e.j. infeccion del
hongo quitrideo, tamafio, longitud del fémur, masa corporal, etc.), a nivel individual y de especies,
para asociar procesos ambientales en la estructuracion de comunidades de especies y su relacion con

la funcion de ecosistemas en gradientes ambientales de bosques nubosos.

4 Planteamiento del problema

Los bosques nubosos poseen generalmente un ensamble con alta diversidad bioldgica y endemismo.
Sin embargo, estos bosques son amenazados por la transformacion antropogénica y el cambio
climatico (Figueroa-Rangel, Willis, & Olvera-Vargas, 2010). Esta transformacion de bosques esta
asociada a una perdida del vinculo que tiene el ensamble de la diversidad bioldgica y la complejidad
funcional emergente, tomando en cuenta el paradigma del efecto de la diversidad bioldgica sobre la
funcién ecosistémica (Tilman, Isbell, & Cowles, 2014). En otras palabras, nos permite asociar que
a una mayor coexistencia de especies e individuos se promueve una mayor complejidad de
interacciones entre organismos. Especialmente, si estas comunidades estan caracterizadas por tener

alta variacion, intraespecifica e interespecifica, de rasgos funcionales (McGill, Enquist, Weiher, &
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Westoby, 2006; Violle et al., 2012). A la vez, una alta diversidad bioldgica en un ecosistema puede
potencializar diferentes tipos de servicios ecosistemicos (Cardinale et al., 2012).

Los anfibios son un buen modelo para evaluar la pérdida de diversidad funcional. Por ejemplo, hay
evidencias que a pesar de tener una alta diversidad de anfibios en paisajes fragmentados y
antropogenizados, estos estan sujetos a la pérdida de diversidad funcional por medio de la
homogenizacién de sus rasgos de adecuabilidad (Riemann, Ndriantsoa, Rddel, & Glos, 2017). Esto
sugiere que los rasgos de anfibios son altamente sensibles a su entorno, posiblemente por poseer un
desarrollo bifasico (Wells, 2010); una fase interactuando con redes troficas terrestres (adultos) y
otra fase con redes acuéticas (larva). Ademas, su piel presenta un microbioma bacteriano que esta
asociado a su inmunidad; y por ende a su sobrevivencia y adecuabilidad (Jiménez & Sommer, 2017).
Basados en la importancia de este grupo en un ecosistema surgio la pregunta ;Cudl es el efecto de
la pérdida de bosques nubosos en los rasgos funcionales de anfibios? Este proyecto utilizo la
ecologia funcional, como herramienta, para evaluar la pérdida de diversidad funcional de anfibios
en gradientes ambientales de bosques nubosos.

5 Preguntas de investigacion

¢Cual es el impacto de la pérdida de bosques nubosos en los rasgos funcionales de anfibios?
¢Cual es la contribucidn de la variabilidad intraespecifica de los rasgos funcionales de anuros

en los procesos de ensamblaje de la comunidad?

6 Delimitacion en tiempo y espacio

Delimitacion en tiempo: El proyecto tuvo duracién de 12 meses, con inicio en febrero 2020 y
finalizacién en febrero 2021. Sin embargo, se incluyeron datos de la Coleccion Zooldgica de
Referencia de la Escuela de Biologia, Universidad San Carlos de Guatemala. Parte de estos datos
fueron colectados en 2010 y 2011 en el proyecto FODECYT 70-2009; otra parte fue colectada por
Gustavo Ruano en 2011 en la Reserva Natural Privada Chelemhd, Alta Verapaz.

Delimitacion espacial: El area de estudio es parte del Corredor de Bosque Nuboso. Para el analisis
de rasgos funcionales de anfibios se consider6 4 parches de bosque: Sachut, Sierra de las Minas y
el Biotopo Universitario para la Conservacion del Quetzal -BUCQ, en Baja Verapaz y la Reserva
Natural Privada Chelemhd, Alta Verapaz. Muestras de microbioma de la piel de especies de anfibios

10
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fueron tomadas Unicamente en el BUCQ, el cual se ubica en las coordenadas geograficas latitud
90°13°15” y longitud 15°13°00°".

7 Marco teérico

Estudios basados en Rasgos Funcionales

Los estudios basados en rasgos se han empleado en ecologia, para el estudio de los procesos de
ensamblaje de las comunidades. Existen dos principios opuestos en cuanto a estos procesos: el
filtrado de hébitat o filtro externo y la diferenciacion de nicho o filtro interno (Violle et al., 2012).
El filtrado de héabitat tiene como resultado una mayor similitud de los rasgos debido a las
restricciones abidticas. Por otro lado, la diferenciacion de nicho evita que las especies coexistentes
sean demasiado similares, por lo que se espera que las diferencias fenotipicas entre los individuos o
las especies en una comunidad, sean mayores en comparacion con un ensamble aleatorio (Kraft et
al., 2015).

Ernst y sus colaboradores (2011) determinaron que el filtrado ambiental contribuye al proceso de
ensamblaje de los rasgos de anfibios en tres conjuntos regionales (Sur América, Africa Occidental
y Sudeste Asiatico). Asimismo, Xavier Jordani y colaboradores (2019) evidenciaron que los filtros
internos, como las interacciones bioticas y el uso de microhabitat, son los que contribuyen
mayormente en el ensamblaje de larvas de anfibios del bosque atlantico brasilefio. Por lo que, existe
poca superposicion de las distribuciones de los rasgos entre las poblaciones dentro de las
comunidades. La mayoria de estudios de diversidad funcional se ha centrado en la variacién
interespecifica de los rasgos, sin embargo, existe evidencia que la variabilidad intraespecifica tiene
cierto efecto en la coexistencia y en las dindmicas de las comunidades (Jung et al., 2010; Bolnick et
al., 2011). Esto se basa en que ciertos individuos pueden poseer un comportamiento mas
especializado para la bdsqueda de alimento o en la seleccion de héabitats alternativos (Araujo,
Bolnick & Layman, 2011; Bolnick et al., 2011). Por ello, Violle y colaboradores (2012) proponen
un enfoque para la evaluacion del ensamblaje de las comunidades, en el que se considera la
distribucion de los rasgos de los individuos en cuatro niveles jerarquicos: individual, poblacional,
comunitario y regional.

La comprension de los mecanismos que influyen en el ensamblado de las comunidades, asi como

en los patrones de la distribucion de los rasgos; es base para el estudio de las respuestas de las

11
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comunidades ante cambios ambientales, incluida la perturbacién humana (Chapin et al., 2000). Se
ha documentado una menor diversidad funcional de anfibios en bosques degradados, en
comparacion con bosques conservados (Ernst, Linsenmair & Rddel, 2006). Esta pérdida de
diversidad funcional tiene un efecto sobre la capacidad de los ecosistemas para continuar brindando
servicios ecosistémicos (Chapin et al., 2000). Esto se debe a que existe un vinculo entre el
funcionamiento del ecosistema y los rasgos funcionales. Para el caso de anfibios, el tamafio del
cuerpo y el ancho de la boca estan asociados con el tamafio de las presas ingeridas (Parmelee, 1999);
lo que, a su vez, esta relacionado con el flujo de energia en las redes alimenticias. Esto es importante
ya que los anfibios tienen el papel ecosistémico de controlar las poblaciones de insectos (Mollov,
Boyadzhievy & Donev, 2010). En cambio, como presa son una fuente abundante de proteinas, sobre
todo para los animales en niveles troficos méas altos (Boyd & Goodyear, 1971). Ademas, los
anfibios, debido a su caracteristico ciclo de vida, han sido utilizados para evaluar el estado de salud
de los bosques y ecosistemas. Asi mismo pueden ser sujetos a brindar servicios ecosistémicos que
van desde mantener las poblaciones de insectos en equilibrio (ej. Culex sp.), hasta buscar
propiedades repelentes del microbioma de su piel (Valencia-Aguilar, Cortés-Gomez, & Ruiz-
Agudelo, 2013).

Anfibios

Guatemala como parte de Centroamérica nuclear, presenta una alta diversidad de anfibios (164
especies) y endemismo (35.7%) (obs.per.). Histéricamente, varios estudios han intentado explicar
el proceso evolutivo que dio forma al patrén de alta diversidad en las elevaciones intermedias de
Centroamérica nuclear; especialmente en el bosque nublado montano himedo del bloque maya y
chorti de Guatemala (ej. Campbell, 1999; Smith et al., 2007; Wake, 1987). De donde resulta que la
diversidad de anfibios en esta region (es decir, Centroamérica nuclear) generalmente esta asociada
con patrones de gradientes climaticos, estructura de vegetacion diversa y una geologia compleja (ej.
Wiens, Parra-olea, Garcia, & Wake, 2007; Gutiérrez-Garcia & Vazquez-Dominguez, 2013). Cabe
mencionar, que esta region también presenta un grado alto de amenaza de declive poblacional con
aproximadamente la mitad de sus especies en peligro (Stuart et al., 2008).

En el corredor de bosque nuboso se reportan aproximadamente 22 especies de anfibios, de las cuales

muchas especies son endémicas. Dentro de los grupos méas abundantes en el area se encuentran
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especies de ranas de la familia Hylidae y salamandras de la familia Plethodontidae. Algunas especies
de anfibios que podemos mencionar para el area son las salamandras Cryptotriton veraepacis,
Bolitoglossa daryorum, B. meliana, Bolitoglossa meliana, Nyctanolis pernix; las ranas Dryophytes
bocourti, Craugastor daryi, C. bocourti, C. brocchi, C. xucanebi, Plectrohyla hartwegi,

P.pokomchi, Ecnomiohyla minera, entre otras.

Batrachochytrium dendrobatidis -Bd-

El hongo quitrido (Clase Chytridiomycetes: Orden Chytridiales), Batrachochytrium dendrobatidis
-Bd-, es un patdgeno de la piel de anfibios que puede causar quitridiomicosis; la cual puede llegar
a ser letal. Esta enfermedad se describié en 1999 en anfibios de Australia, América del Norte y
Central (Longcore, Pessier, & Nichols, 1999) y se detect6 en todos los continentes excepto en la
Antartida (Fisher, Garner, & Walker, 2009). Ademas, el hongo quitrido se ha detectado en al menos
516 especies de anfibios en todo el mundo (Olson et al., 2013). Actualmente la hipdtesis mas
aceptada es que se dispersé desde una cepa que proviene de la peninsula de Corea (BdASIA-1) por
medio del comercio de anfibios desde el siglo XX (O’Hanlon et al., 2018). El hongo quitrido sigue
una progresion dindmica de enfermedad con etapas epizoo6ticas y enzodticas. Por ejemplo, durante
una etapa epizootica, el quitrido afecta a poblaciones de anfibios que no han sido afectadas y puede
comportarse como una ola asesina que puede reducir el 50% de la riqueza de especies y producir
disminuciones masivas de la poblacion (ej. Brem & Lips, 2008). Por otro lado, la etapa enzodtica
del quitrido puede tener una prevalencia constante y reducir la mortalidad de anfibios (Bataille et
al., 2013; Rodriguez, Becker, Pupin, Haddad, & Zamudio, 2014).

En el caso de Guatemala se tiene reportado que las primeras infecciones de este hongo se dieron en
la Sierra de las Minas en el afio 1981. Esta fecha coincide con los declives poblacionales observados
en los afios 90 (Mendelson et al., 2014). Ademas, para el afio 2010 se confirmo que en los bosques
nubosos de Guatemala se tiene altas prevalencias de esta enfermedad. Cabe mencionar que una de
estas areas es el corredor de bosques nubosos de Baja Verapaz (Ruano-Fajardo et al. 2012). En el
transcurso de aproximadamente 15 afios no se han identificado muertes masivas de anfibios en
Guatemala, por lo que probablemente se puede considerar hasta el momento como una etapa

enzodtica con alta prevalencia.
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El hongo quitrido infecta células epidérmicas queratinizadas de anfibios adultos y partes bucales
queratinizadas (disco oral de la mandibula y dientes) de renacuajos (Berger et al., 1998). Crece en
un amplio rango de temperaturas (4°-25° Celsius), siendo la temperatura 6ptima de 17°-25° Celsius,
por encima de la cual no presenta mayor crecimiento, pero puede sobrevivir (Piotrowski, Annis, &
Longcore, 2004). Especificamente, los anfibios adultos con infeccion por zoosporas altas pueden
morir por paro cardiaco debido a la absorcién de Na* atenuada a través de la piel (Campbell, Voyles,
Cook, & Dinudom, 2012; Voyles et al., 2009). En contraste, la mortalidad de renacuajos es escasa
(Kilpatrick, Briggs, & Daszak, 2010), pero Bd puede afectar la capacidad de ingesta de alimentos,
la eficiencia de forrajeo, comportamiento, crecimiento y desarrollo (Han, Bradley, & Blaustein,
2008; Venesky, Wassersug, & Parris, 2010). Ademas, el reconocimiento de los factores que influyen
en Bd y los anfibios en microhabitats a escala fina son necesarios para comprender la dindmica de
del quitrido dentro de un habitat. Por ejemplo, factores externos abioticos (clima, contaminantes,
temporalidad, etc.) y factores bi6ticos como la historia natural de algunos anfibios, microbioma, o
rasgos de comportamiento en microhabitats especificos pueden afectar la relacion patdgeno-
hospedero (Blaustein et al., 2018). Por tanto, el hongo es un factor que puede afectar algunos rasgos

que brindan adecuabilidad a individuos, larvas y adultos, dentro de un ecosistema.

Microbioma

Todas las plantas y animales son hospederos de diversas comunidades de microorganismos
denominadas en conjunto microbioma, el cual juega un rol importante en procesos desde nutricion,
desarrollo de tejidos hasta modulacion del sistema inmune (Koropatnick et al., 2004; Mazmanian et
al., 2005; Turnbaugh et al., 2006). En anfibios el microbioma de piel ha sido de interés recientemente
debido a que algunas bacterias producen metabolitos antiflngicos que sirven de proteccion contra
el patdgeno Batrachochytrium dendrobatidis (Becker et al., 2015; Catenazzi et al., 2017; Harris et
al., 2009; Woodhams et al., 2007). Estudios muestran que la susceptibilidad a este hongo esta
asociado a la variacion en el microbioma de la piel en algunas especies y poblaciones de anfibios
(Becker et al., 2015; Lam, Walke, Vredenburg, & Harris, 2010; Longo & Zamudio, 2017a). Estas
comunidades bacterianas en la piel de anfibios pueden variar en asociacion a varios factores como
especie hospedera, poblaciones, presencia de patdgenos, estadio de desarrollo y estacionalidad,
entre otros (Jiménez & Sommer, 2017).

14



Direccién General
USAC Universidad de San Carlos de Guatemala DG de Investigacién

TRICENTENARIA Direccién General de Investigacion
Informe final

Universidad de San Carlos de Guatemala

Varios estudios muestran que la localidad tiene gran influencia en la composicion del microbioma
(Herndndez-Gomez et al., 2017; Hughey et al., 2017; Kueneman et al., 2013; Longo & Zamudio,
2017b; Muletz Wolz et al., 2018; Prado-Irwin et al., 2017), reforzando la idea que el ambiente es
una fuente importante para el microbioma en anfibios. En este sentido, cambios extremos en las
condiciones locales como deforestacion y fragmentacion del habitat pueden tener un efecto mayor
en la composicion del microbioma de piel. Becker y colaboradores (2017) encontraron que una
mayor conectividad en parches de bosques tropicales estaba asociada a una mayor similitud de las
comunidades bacterianas entre poblaciones de una rana. Cambios como estos o relacionados al

cambio climético pueden influenciar la interaccidon hospedero-patégenos microbioma.

8 Estado del arte

El estudio de la funcionalidad de los anfibios cobra importancia, los cambios de patrones espaciales
y temporales de precipitacion debido al cambio climatico, hace vulnerables a las poblaciones de
anfibios y amenaza con disminuir su diversidad funcional en el futuro (Ochoa-Ochoa, Mejia-
Dominguez, Velasco, Marske & Rahbek, 2019). A la vez, hacen que se pierda interacciones
importantes en los ecosistemas donde ellos habitan (Valiente-Banuet et al., 2015). Los rasgos
funcionales afectan indirectamente la adecuabilidad de los organismos, teniendo efectos sobre el
crecimiento, la reproduccién y la supervivencia de los mismos (Violle et al., 2007). En cuanto a los
estudios basados en rasgos funcionales en anfibios, la mayoria se ha centrado en la variacién
interespecifica. Sin embargo, existe evidencia que la variabilidad intraespecifica tiene cierto efecto
en la coexistencia y en las dinamicas comunitarias (Jung et al., 2010, Bolnick et al., 2011). Por ello,
recientemente ha incrementado la investigacion de la contribucion en conjunto de la variabilidad
intraespecifica e interespecifica de los rasgos funcionales en los procesos de ensamblaje de las
comunidades de anuros (ej. Dalmolin, Tozetti, & Pereira, 2020; Xavier Jordani et al., 2019), basado
en el enfoque de rasgos funcionales propuesto por Violle y sus colaboradores (2012). En general, el
estudio de la ecologia funcional es novedoso, lo que ha llevado actualmente a hacer revisiones sobre
su uso e interpretacion adecuada en diferentes grupos taxondmicos (de Bello et al., 2021).

Debido al declive poblacional mundial de los anfibios, en las Gltimas décadas, también es importante

considerar las interacciones que puedan tener entre las especies huésped, el microbioma del
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huésped, patégenos y el medio ambiente (Bernardo-Cravo, Schmeller, Chatzinotas, Vredenburg, &
Loyau, 2020), ya que la variacién en la comunidad microbiana, puede tener un efecto en su
funcionalidad como inhibidor de patdgenos (Assis et al., 2017; Woodhams et al., 2015) y en sinergia
aportar a la pérdida diversidad funcional en anfibios. Estas interacciones piramidales, pueden verse
reflejado en la salud de los anuros y, por lo tanto, en la salud ecosistémica. Ademas, puede tener un
efecto sobre la capacidad de los ecosistemas, en este caso bosques nubosos, para continuar
brindando servicios ecosistémicos (Chapin et al., 2000). Ejemplo de ello, son las recientes
investigaciones, en las que se compara la diversidad taxonémica del microbioma de la piel de
anuros, en bosques conservados y bosques fragmentados (ej. Assis, Barreto & Navas, 2017). En
cuanto al método empleado para perfilar la comunidad microbiana, actualmente se utiliza la
amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa -PCR- dirigida y la secuenciacion de
amplicones de los fragmentos del gen 16S ARNr (Callahan et al., 2019). La deteccion del hongo
por medio de PCR cuantitativos es fundamental para tomar en cuenta el efecto de la adecuabilidad

de los organismos infectados.

9 Objetivo general.
Evaluar el efecto de la pérdida de bosques nubosos en los rasgos funcionales de anfibios en el

corredor nuboso de Baja Verapaz.

10 Objetivos especificos

e Comparar la distribucion de rasgos funcionales fenotipicos de anfibios dentro de elementos
del paisaje en el corredor nuboso de baja Verapaz;

e Establecer la contribucion de la variabilidad intraespecifica de los rasgos funcionales de
anuros en el proceso de ensamblaje de la comunidad de anfibios;

o Identificar la riqueza de unidades taxondémicas de organismos de microbioma bacteriano en
la piel de anfibios;

e Proponer funciones ecosistémicas de anfibios que pueden ser vinculados potencialmente
como servicios ecosistémicos para fomentar la conservacion de bosques del corredor del
Quetzal.
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11 Hipdtesis

La disminucidn de la variabilidad de rasgos funcionales de anfibios esta relacionada con la pérdida
de bosque, una vez que la perdida de hébitat provoca la reduccion de la diversidad de los rasgos

funcionales en anfibios.

12 Materiales y métodos

12.1  Enfoque y tipo de investigacion:
La investigacion desarrollada utilizo el enfoque cuantitativo y fue del tipo correlacional asociativo,
porque integra de forma sistematica los métodos cuantitativos para medir y comparar los rasgos

funcionales de anuros con un gradiente ambiental en el corredor nuboso de baja Verapaz.

122 Recoleccion de informacion:

Seleccion de sitios: Las localidades de interés fueron definidas como parches de bosques tomando
en cuenta la heterogeneidad de condiciones alrededor de esos bosques. Los bosques tomados en
cuenta en el corredor de bosques nubosos, Baja Verapaz, se definieron por medio de un andlisis de
cobertura boscosa realizado con Sistema de Informacion Geogréfico para el area del corredor
nuboso de Baja Verapaz y representan 3 condiciones de tamafio y de cobertura boscosa (Figura 1).
Para la evaluacion de estos parametros se utiliz6 imagenes satelitales de libre acceso (Sentinel-2) de
la pagina: Copernicus Open Access Hub (https://scihub.copernicus.eu/). Una cuarta condicion de
tamafio fue agregada para considerar mediciones de especimenes colectados previamente (proyecto
FODECYT 70-2009). Esta cuarta condicion incorpora la Reserva Natural Privada Chelemha, Alta
Verapaz (tamafio del area protegida). Los analisis fueron realizados por medio del programa QGis
(http://qgis.org). Se hizo una medicion del area (Km?) de bosque en las areas de parches de bosque
seleccionadas para comprar el porcentaje de borde y bosque en cada parche (Tabla 1).
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Tabla 1

Area de fragmentos de bosque dentro del Corredor Bioldgico del Bosque Nuboso de Baja Verapaz
y Alta Verapaz

Bosque Borde Bosque total
Fragmentos de Bosque (Km?) (Km?) (Km?)
Finca Municipal Sachut 0.723 2.567 3.290
Sierra de las minas (Oeste) 25.3457 58.968 312.425
Biotopo Universitario para la conservacion
del Quetzal 19.339 7.931 27.270
Reserva Natural Privada Chelemhé - - 17.140*

Nota: * Tamario del area protegida, no una medicién del fragmento de bosque.

0 5 10 km Leyenda

Escala: 1:234536 poligonos

Classificacion

I Bosque nuboso

I Borde
Figura 1. Mapa de formato raster para calcular las areas de bosque nuboso que se usaron para el

Analisis de rasgos de anfibios en el area del Corredor Bioldgico del Bosque Nuboso en Baja
Verapaz. Analisis Obtenidos a través de Imagenes satelitales Copernicus Sentinel 2 (2019-2020)
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Disefio de Estudio:

En base a un analisis de sistema de informacion geografica que considerd tamafio entre parches de
bosques se seleccionaron 3 parches de bosques en el area del corredor de bosque nuboso (BUCQ,
Sachut y Sierra de las Minas). Los datos utilizados para el andlisis de rasgos funcionales fueron
colectados previamente y nos basamos en la informacion colectada por el proyecto FODECYT 70-
2009 (Ruano-Fajardo et al., 2011); donde detallamos a continuacion la forma en que se colecto parte

de nuestro trabajo:

Blsqueda y colecta de especimenes: Para obtener comparativos de rasgos funcionales, e infeccion
de B. dendrobatidis; se utilizaron datos que fueron obtenidos por medio del método de
Relevamientos por Encuentros Visuales - REV o con sus siglas en inglés -VES - con transectos de
muestreo. Este método tiene las ventajas de ser barato, rapido y requiere poco personal (Heyer et
al., 1994; Dodd, 2010), lo que lo hace ideal para los objetivos de este estudio. El alcance de este
tipo de muestreo se centra en especies encontradas en el sotobosque (< 3m.). Ademas, se tomd en
cuenta datos del microhabitat como hojarasca, en afloramientos rocosos, arbdreos, etc. en diferentes
puntos para tratar de captar la heterogeneidad del lugar. También se apunto la cercania a cuerpos de
agua. Dentro de una localidad se realizaron transectos en dos puntos por 2 noches con un esfuerzo
de 4 personas para cada area (Subdividiéndose en 2 grupos de 2 personas). Para sistematizar el
muestreo, las basquedas fueron realizadas desde las 19:00 a las 23:00 horas (horas idéneas para el
muestreo de anfibios) y se recorrieron senderos nocturnos con un esfuerzo minimo de 3 horas. Los
especimenes encontrados fueron identificados utilizando claves de anfibios especializadas de
Guatemala y Centroamérica (ej. Kohler, 2010). Se hicieron anotaciones descriptivas del
microhabitat e individuo observado.

Los especimenes con dudosa taxonomia fueron colectados y dormidos hasta la eutanasia con MS-
222 (anestesia), en algunos casos se tomaron muestras de tejido en viales de 1.5 ml con etanol al
95% para analisis moleculares. Los individuos eutanasiados fueron colocados en una bandeja de
plastico con formol al 10% por 24 horas y luego se introdujeron en un recipiente con formol al 10%
para su posterior identificacion en el laboratorio (Heyer et al., 1994). Por Gltimo, se prepararon

etiquetas identificadas con nimero de registro y colector.
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12.3  Rasgos funcionales

Medicién de rasgos funcionales de anfibios:

Se escogieron rasgos de anfibios (Cortés, A., Ramirez, M. & Urbina, N. 2015) y se hiz6 analisis de
rasgos funcionales con base en la informacion disponible en la literatura. Se consideraron rangos
minimos y maximos de las especies y se hizo una aleatorizacion de la distribucion de los rasgos
basado en el nimero de individuos e identidad de los especimenes colectados, produciendo una
matriz de datos simulados. Se consideraron rasgos ecologicos, morfoldgicos y cantidad de
zoosporas del hongo patégeno Bd como rasgos funcionales analizados en este estudio.
Especificamente, se considerd el tipo de habitat (terrestre, acuatico o arbdreo) el habito diurno o
nocturno de las especies analizadas, el tipo de reproduccion (reproduccién directa o larval) y
mediciones morfoldgicas (largura del cuerpo del hocico a cloaca; ancho de cabeza; y largura de la
tibia). Ademas, se gestiond las mediciones en los especimenes colectados previamente en las
localidades de estudio, los cuales estan depositados en las colecciones de referencia de zoologia de
la escuela de biologia. Estas mediciones fueron realizadas siempre en el lado derecho de cada
individuo, y fueron efectuadas siempre por la misma persona para evitar bies en los datos. Los rasgos
morfomeétricos fueron reportados en milimetros. Cabe mencionar que los datos de funcionalidad de

microbioma y nivel de infeccion se incluiran al analisis cuando se tengan los resultados del mismo.

12.4  Toma de datos de Hongo Quitrido y microbioma

Toma de muestras de Frotis con hisopo:

Cabe recalcar que el Biotopo Universitario para la Conservacion del Quetzal -BUCQ fue el Gnico
parche de bosque en el cual fue posible realizar el muestreo de microbioma de la piel de anfibios
para este proyecto debido a la situacion actual de la pandemia del nuevo coronavirus. Esta colecta
de campo fue realizada en el mes de febrero del 2021 y las muestras fueron almacenadas en el

laboratorio molecular para la biodiversidad de la Escuela de Biologia.

Al momento de capturar los anfibios se usaron guantes estériles, los cuales fueron cambiados entre

tomas de muestra (individuos) para evitar contaminacion de otros individuos. En los casos que
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fueron necesarios, cada espécimen fue guardado individualmente en bolsa estéril Whirl-Pak hasta
el momento del muestreo. Antes de tomar la muestra, los anfibios fueron lavados con 50 ml de agua
estéril para limpiar la piel de tierra y bacterias transitorias (Lauer et al., 2007).

Luego, para la toma de hongo y microbioma en anfibios adultos se hizo un frotis con un hisopo
estéril (“swab ) que fue deslizado en total 30 veces en las siguientes partes del anfibio: la superficie
inferior o vientre, ingle, piernas y membranas interdigitales. Los hisopos fueron guardados en
nitrégeno liquido durante la fase de campo, para luego ser almacenado en un congelador a -80°C en
el laboratorio molecular de la Escuela de Biologia. La investigacion y las colectas fueron
respaldadas por las licencias DCDV 01-2020 y No. Serie B 01001, respectivamente. Ambas
licencias fueron emitidas por el Consejo Nacional de Areas Protegidas de Guatemala — CONAP.

12.5 Operacionalizacién de las variables o unidades de analisis:

Tabla 2
Operacionalizacion de las variables o unidades de andlisis por cada objetivo especifico.

Variables o unidades de  Forma en que se midieron, clasificaron

Objetivos especificos s e
analisis o cualificaron

Variable dependiente: Por cada sitio se medi6: 1. Medida de
Rasgos  funcionales / rasgo funcional por individuo. 2.
Variables independientes: Promedio de rasgo funcional por
Tamafo, heterogeneidad, especie. 3. Tamafio de parche vy
cobertura y distancia entre distancia entre parches (Km2). 4.
parches de bosques Porcentaje de cobertura de dosel

Comparar la distribucion de
rasgos funcionales fenotipicos de
anfibios dentro de elementos del
paisaje en el corredor nuboso de
baja Verapaz

Identificar la riqueza de unidades

taxonomicas de organismos de Unidad:

microbioma bacteriano en la piel Microbioma bacteriano
de anfibios

Muestras de microbioma de la piel de
22 individuos de 10 especies en el
BUCQ

Variable dependiente:

Establecer la contribucion de la )
Rasgo funcionales /

variabilidad intraespecifica de los ; . . . Proporcidn de varianza. Evaluados con
. Variables independientes: .
rasgos funcionales de anurosenel _. . modelos nulos por medio de Ia
! Filtros externos e internos -
proceso de ensamblaje de la . estadistica T

. . a niveles locales,
comunidad de anfibios . y
regionales
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Proponer funciones ecosistémicas
de anfibios que pueden ser . Vinculacion de la informacion de

. . Unidades: . : : .

vinculados potencialmente como : . diversidad de especies y funciones
. P Funciones ecosistemicas de P -

servicios  ecosistémicos  para anfibios ecosistémicas de anfibios encontradas

fomentar la conservacion de en la literatura
bosques del corredor del Quetzal

12.6  Procesamiento y andlisis de la informacion:

Los rasgos funcionales medidos fueron utilizados para evaluar la importancia de los filtros internos
(interacciones bioticas y el uso de microhabitat) y externos (climaticos, cobertura, distancia, etc.),
asi como la importancia de la variabilidad intraespecifica por rasgos individuales y en conjunto en
el patron de ensamble. Para eso, utilizamos los estadisticos T propuestos por Violle y sus
colaboradores (2012), considerando que: TIP/IC = es la varianza dentro de una sola especie que
pertenece a la comunidad en relacion con la varianza total de la comunidad. Este indice mide la
fuerza de los filtros internos. Un valor cercano a 0 indica nichos no superpuestos, mientras que un
valor cercano a 1 sugiere que los procesos que empacan las especies son indiferentes a la
superposicién, tales como la teoria neutral de la biodiversidad o la teoria de variacién individual.;
TIC/IR = es la varianza de la comunidad en relacion con la varianza total en el grupo regional,
evaluada a nivel individual (Violle et al. 2012). Este indice mide la fuerza de filtros externos, por lo
que un valor cercano a 1 indica que la comunidad ha sido fuertemente filtrada por el estrés abiotico
0 por interacciones externas.; y TPC/PR= es la varianza de la comunidad en relacién con la varianza
total en el grupo regional, evaluada a nivel de poblacién. Este indice mide la fuerza de filtros
externos a nivel de especie. Un valor cercano a 0 indica un filtrado externo bajo (Violle et al. 2012).
Para evaluar la significancia de los estadisticos T, se calcul6 el tamafio estandarizado del efecto
(TEE, por sus siglas en espafiol), comparando los valores observados con los valores obtenidos a
partir de aleatorizaciones: TEE= Iobs —Isim /Ssim. Donde Isim es el valor medio de los valores
aleatorios y Ssim es la desviacion estandar de los valores aleatorios (n = 1,000 aleatorizaciones).
Cada uno de estos evaluados con un modelo nulo. Ademas, se utilizaron estimaciones de densidades
de Kernel para visualizar los traslapes entre 4 rasgos (Tabla 3) y sitios de toma de datos (Tabla 1).
Ademas, se consideré un ancho de banda considerando no sobrestimar las graficas para las

densidades de kernel. Los analisis estadisticos fueron realizados en el software R 3.6.0 64 bits (R
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Core Team, 2019). El paquete cati se utilizo para calcular los estadisticos T (Taudiere & Violle,
2016).

13 Vinculacion, difusién y divulgacion

Este proyecto permiti6 fortalecimiento de apoyo entre unidades académicas y seguimiento
institucional con el Centro de Estudios del Mar y Acuicultura -CEMA-. Ademas, con el Consejo
Nacional de Areas Protegidas (CONAP), el cual apoya para emitir dictamenes técnicos sobre fauna
guatemalteca que potencialmente sirven para actualizar los listados de especies amenazadas -LEA-
de Guatemala. Vinculo con el Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Alabama,
Estados Unidos; asesoramiento en general del proyecto y capacitacion. Se produzco un material
audiovisual de divulgacion con fotos tomadas durante la investigacion; ademdas cuenta con

informacidn sobre aspectos de diversidad, amenaza y conservacion de anfibios en Guatemala.

Se estan preparando publicaciones en revistas indexadas sobre los rasgos funcionales de las especies
de anfibios del Biotopo Universitario para la Conservacion del Quetzal, incluyendo rasgos
morfologicos y microbioma, asi como un analisis del grado de infeccién por el hongo quitrideo
Batrachochytrium dendrobatidis -Bd.

14 Productos, hallazgos, conocimientos o resultados:

La riqueza de especies de anfibios que se obtuvo por medio de literatura en los 3 fragmentos del
corredor nuboso de Baja Verapaz del Quetzal fue de 18 especies (Tabla 3). En base a este listado se
obtuvieron los limites minimos y maximos de 4 rasgos funcionales (morfolégicos) y 2 rasgos
ecologicos (habitat). Este total sirvid de base para escoger especies de los cuales se tiene
informacidn de estudio previos en la region del estudio. En otras palabras, se escogieron 10 especies
registradas con especimenes depositados en colecciones de referencia de la escuela de biologia; los
individuos fueron obtenidos por medio de un esfuerzo de campo estandarizados en el afio 2010 y
2011 (Ruano-Fajardo et al., 2012). En total, 134 individuos de anfibios distribuidos en las
localidades de Sierra de las minas, Finca Sachut y el Biotopo universitario para la conservacion del

Quetzal (Figura 1) fueron utilizados para estimar simuladamente sus rasgos funcionales: Largo de
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hocicé cloaca, ancho de cabeza y tamafio de tibia. Ademas, se utiliz6 informacidon de la presencia y

nivel de infeccidn del hongo patdgeno de los 134 individuos analizado por PCR de tiempo real.

Tabla 3
Rasgos funcionales de especies de anfibios encontradas en el corredor nuboso de Alta Verapaz
Habitat Habito Mediciones (mm)
) ) _ Citas
Especie T R A Di No LHC AC Tibia Rep bibliograficas
CRAUGASTORIDAE
Craugastor bocourti (Brig‘?')’ X X X 2795900 11.7-246 19.9-4420 D  (Kohler, 2010)
Craugastor brocchi (Boulenger, i i i (Campbell y
1882) X X X x 37.1-83.3 12.9-38.3 20.0-53.3 D Savage, 2000)
Craugastor daryi (Ford and Savage, i i i (Ford y Savage,
1084) X X X X 18.7-34.8 7.6-175 11.4-247 D 1084)
Craugastor lineatus (Brocchi, 1879) x x x 25.0-47.0 75-23.0 155-29.1 D (Savage, 1986)
. i ] i (Stuart, 1941;
Craugastor xucanebi (Stuart, 1941) x X x 32.8-46.0 10.9-15.3 20.0-28.0 Kohler, 2010).
CENTROLENIDAE
Hyalinobatrachium viridissimum Mendoza-
X X X x 23.0-253 8.6-98 129-142 L Henao et al.,
(Taylor, 1942) 2020)

HYLIDAE

Bromeliohyla bromeliacia

(Schmidt, 1933) X X X 28.0-36.0 11.0-140 17.6-22.6 L (Schmidt, 1933)

Ecnomiohyla minera (Wilson (Wilsor_l,
. - y X X 69.7-83.1 24.0-28.8 35.6-416 L McCranie y
McCranie, and Williams, 1985) -
Williams, 1985)
i . (Duellman y
Plectrohyla guatemalensis Brocchi, X X X 400541 131-17.3 205275 L  Campbell,
1877
1992)
. (Duellman y
Plectrohyla hartwegi Duellman, X  x 536-766 21.0-27.0 40.7-324 L  Campbell,
1968
1992)
. (Duellman y
Plectrohyla pokomchi Dueliman - x 480552 16.8-17.5 253-283 L  Campbell,
and Campbell, 1984
1992)
(Duellman y
Plectrohyla quecchi Stuart, 1942 x x X X 32.6-440 11.7-15.8 17.6-238 L Campbell,
1992)
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Ptychohyla hypomykter McCranie ) ) i (McCranie y
and Wilson, 1993 X X X X 29.5-39.6 8.5-13.8 155-20.7 L Wilson, 1993)
PLETHODONTIDAE
Bolitoglossa daryorum Campbell, (Campbell
Smith, Streicher, Acevedo, and x X x 43.0-609 6.5-97 12.1-16.3 D mp y
. Smith, 2010)
Brodie, 2010
(Rovito,
Vasquez-
X X x 395-56.0 6.4-84 110-157 D Almazany
Bolitoglossa helmrichi (Schmidt, Papenfuss,
1936) 2010)
(Vésquez-
Bo"tog]ossa tenebrosa Vazquez_ X X X 50.5-79.9 8.5-12.7 12.6-20.2 D Alr_nazén Yy
Almazan and Rovito, 2014 Rovito, 2014)
(Rovito et al.,
Cryptotriton Veraepacis (Lynch and X X 25.2-32.2 3.4-4.7 8.3-4.9 D 2015; LynCh Yy
Wake, 1978) Wake, 1978)
NtharIOliS pernix Elias and Wake, X X X X 43.3-73.6 6.3-12.3 252-141 D (EllaS y Wake,
1983 1983)

Nota: T = terrestre; R = acuatico, presentes en rios y riachuelos; A = Arboricola (Habitat); Di
= diurno; No = nocturno (Habito); Mediciones minimas y maximas en milimetros (mm): LHC
= largura hocico-cloaca; AC = ancho de cabeza; Rep = reproducion: D = directa; L = larval.

Las medidas de rasgos funcionales de especies de anfibios que se obtuvo de 4 fragmentos de bosques
nubosos en la region de las Verapaces fue de 14 especies (Tabla 4). En total, se midieron 138
individuos de anfibios distribuidos en las localidades de Chelemh4, Sierra de las minas, Finca Sachut
y el Biotopo universitario para la conservacion del Quetzal (Figura 1) para estimar sus rasgos
funcionales: Largo del hocico a la cloaca, ancho de cabeza, largo del fémur, tamafio de tibia y largo
de antebrazo. Ademas, se utilizd informacion de la presencia y nivel de infeccion del hongo

patdgeno de los 138 individuos, analizado por PCR de tiempo real.
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Tabla 4
Rasgos funcionales de especies de anfibios medidas en el corredor nuboso de Alta Verapaz
Rasgos funcionales promedio (mm) n
Especie LHC pE) AC DE) LF (DE) LT (DE) LA (DE) no.

CRAUGASTORIDAE

Craugastor bocourti 273 77 112 33 158 45 182 50 70 19 19
Craugastor brocchi 229 59 88 36 134 31 149 32 54 11 10
Craugastordaryi 283 81 113 33 160 48 183 47 66 18 10
Craugastor lineatus 345 78 156 43 188 36 208 42 78 19 11
Craugastorsp.1 216 4.2 92 14 99 65 15.0 3.0 58 1.0 3
Craugastor xucanebi 233 2.1 95 12 132 06 146 17 63 08 5

CENTROLENIDAE

Hyalinobatrachium

e 26.8 05 111 05 141 1.2 147 0.7 6.0 04 3
viridissimum

HYLIDAE

Plectrohyla hartwegi 648 11 232 14 280 38 355 11 163 05 2
Plectrohyla quecchi 386 59 141 20 191 30 201 30 91 15 14
Ptychohyla hypomykter 358 32 119 11 172 15 190 12 6.2 08 4

PLETHODONTIDAE

Bolitoglossa daryorum 363 8.6 62 1.3 30 09 32 07 37 10 10
Bolitoglossa helmrichi 396 9.1 68 1.3 33 08 40 12 43 10 38
Cryptotriton veraepacis 231 3.0 3.7 04 1.6 0.3 1.8 04 18 03 5
Cryptotriton xucaneborum 284 30 44 14 33 04 36 04 38 05 4

Nota: LHC = largo hocico-cloaca; AC = ancho de cabeza; LF = largo de fémur; LT = Largo
de tibia; LA = Largo de antebrazo; D.E. = Desviacion estandar; n = nimero de individuos
medidos.

La riqueza de especies registrada en febrero de 2021 en los transectos del BUCQ durante el presente
estudio y comparada con informacion de hace diez afios (Ruano-Fajardo, 2011) es similar, 10 versus
9 especies; a pesar de un esfuerzo mucho menor en el 2021 (Tabla 4 y Tabla 5). Cabe mencionar
que se obtuvo un total 42 muestras de microbioma para las 9 especies de anfibios distribuidos en el

BUCQ (Tabla 5).
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Tabla 5
Especies con muestras de microbioma y Batrachochytrium
dendrobatidis -Bd

Especie

CRAUGASTORIDAE
Craugastor bocourti (Brocchi, 1877)
Craugastor lineatus (Brocchi, 1879)
HYLIDAE
Plectrohyla hartwegi Duellman, 1968
Plectrohyla pokomchi Duellman and Campbell, 1984
Plectrohyla quecchi Stuart, 1942
Ptychohyla hypomykter McCranie and Wilson, 1993
PLETHODONTIDAE
Bolitoglossa daryorum Campbell, Smith, Streicher, Acevedo, and
Brodie, 2010
Bolitoglossa helmrichi (Schmidt, 1936)
Cryptotriton veraepacis (Lynch and Wake, 1978)

La figura 2 nos da hipotéticamente como los valores simulados de rasgos funcionales de anfibios

presentan un efecto bajo para relacién entre la varianza dentro de la poblacion y la varianza total

dentro de la comunidad (T_IP.IC); lo cual sugiere un fuerte efecto de filtros internos a escala local

(ej. microclima, microhabitat, competencia, etc.) para los rasgos de anfibios. Por lo que este patrén

sugiera que individuos de anfibios que pertenecen a una poblacion particular, muestran valores de

rasgos mas similares que dos individuos extraidos al azar del mismo parche de bosque nuboso.
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Figura 2: Tamafo del efecto estandarizado (TEE) de los estadisticos T-rasgo para los cuatro rasgos
de anfibios simulados para diferentes fragmentos de bosque nuboso. Para el rasgo de zoosporas se
usaron datos colectados en el afio 2010 y 2011 (FODECYT 70-2009). Efecto T_IP.IC: relacién entre
la varianza dentro de la poblacion y la varianza total dentro de la comunidad; T_IC.IR: varianza de
toda la comunidad relativa a la varianza total en el grupo regional; T _PC.PR: varianza
intercomunitaria relativa a la varianza total en el grupo regional.

28



: N T % Direccién General
¥ Universidad de San Carlos de Guatemala de Investigacion
TRICENTENARIA Direccién General de Investigacion

Informe final

Universidad de San Carlos de Guatemala

En el caso de la variaciéon de individuos en una comunidad en articular y entre comunidades no
muestran valores de rasgos significativamente mas similares que dos individuos extraidos al azar

del grupo de rasgos de los anfibios a escala regional. Este resultado sugiere que no se detectd un
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== "
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i LHC — B & e — — . |
B 22 -
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TEE
efecto de filtrado externo para estos rasgos, posiblemente debido a las pocas diferencias ambientales

entre los parches de bosque a nivel regional. Especificamente, la localidad con mayor riqueza
(BUCQ) tiene 9 especies y la riqueza de las otras localidades estan conformadas por combinaciones
similares de especies 0 especies hermanas similares (e.j. Cryptotriton xucaneborum) que estan
presentes en el BUCQ, con la excepcion de sierra de las minas que present6 la especies Craugastor

brocchi.

Figura 3: Tamafo del efecto estandarizado (TEE) de los estadisticos T-rasgo para los cinco rasgos
de anfibios para diferentes fragmentos de bosque nuboso de la region de Baja Verapaz y Alta
Verapaz. : LHC = largo hocico-cloaca; AC = ancho de cabeza; LF = largo de fémur; LT = Largo de
tibia; LA = Largo de antebrazo; Efecto T_IP.IC: relacion entre la varianza dentro de la poblacion y
la varianza total dentro de la comunidad; T_IC.IR: varianza de toda la comunidad relativa a la
varianza total en el grupo regional; T_PC.PR: varianza intercomunitaria relativa a la varianza total
en el grupo regional.
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Todos los rasgos funcionales medidos de las comunidades de anfibios (tamafio de cuerpo, ancho de
cabeza, largo de fémur, largo de tibia, y largo de antebrazo, mostraron ser similares entre las areas
de bosque con un tamafio mayor (Figura 4). Por el contrario, todos los rasgos mostraron tener una
amplitud de rasgo mas restrictos en el area del bosque Sachut; el cual es el bosque de menor tamafio
con 3.290 km2 (Tabla 1).

LHC AC LA
® B -
8 7 oa = oA = oA
= .s ] @8 ™® -
S 1 a5 @ T 26 o as
23 o~ o~ | M\
5§57 \\ 1\ = A o P\
S \\ S =g I !
8 1 _4 —— o | . \\ =% o | i R
o T T T T =B IR RN RN SEN R P | = T T T
20 40 60 80 S5 0 5 10 20 30 0 5 10 15
N =138 Bandwidth = 3.468 N =138 Bandwidth = 1.366 N = 138 Bandwidth = 0.8048
LF LT
s —
Qa 9 (= JFY
<o 88 o | 88
S l= o o
.a ~N u
5 o) o
o
Q p i
-1 o
= B =
o | A, o | A
— T T T T T il S S T
-10 0 10 20 30 40 -10 0 10 20 30 40
N =138 Bandwidth = 2.526 N =138 Bandwidth = 2.799

Figura 4: Estimacion de densidades de Kernel, para todas las especies en conjunto, para cada uno
de los rasgos en cuatro localidades de bosque nuboso. A) Sierra de las minas; B) Biotopo
universitario del Quetzal -BUCQ; C) Bosque Sachut; y D) Reserva Natural Privada Chelemha.
Color gris=datos observados. Rasgos funcionales: Zoosporas=Cuantificacion de nivel de infeccion;
LHC= Largo hocico cloaca; AC=Ancho de Cabeza; LF = largo de fémur; LT = Largo de tibia; y
LA = Largo de antebrazo.

Los rasgos funcionales de anfibios tamafio corporal, ancho de cabeza, largo de fémur, largo de
antebrazo y largo de tibia mostraron una mayor sobreposicion asociada al tamafio medio de los
fragmentos. Sin embargo, debido al poco nimero de individuos en el menor fragmento, el analisis
solo utilizd las dos especies mas abundantes en los datos. En este sentido, el menor tamafio de
fragmentos parece inducir una reduccién de la de la abundancia poblacional y taxonémica y

reduccion de los grupos funcionales. En otras palabras, los rasgos de los anfibios se vuelven
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similares en los fragmentos de bosques de tamafio mediano. Ademas, la variacién del rasgo dentro

de la especie se reduce con la disminucion del tamafio del fragmento (considerando los fragmentos

medianos como pequefios). De este modo, aun que la sobreposicion del rasgo sea baja 0 no exista,

los rasgos dentro de las especies reducen sus variaciones como manera de permitir la coexistencia

en espacios limitantes. En la figura 5 se tomd como ejemplo el rasgo ancho de cabeza para mostrar

la distribucion del rasgo y variacion por especie para los 4 parches de bosque del estudio.
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Figura 5: Estimacion de densidades de Kernel con el rasgo ancho de cabeza para todas las especies,
presentes en los bosques nubosos: A) Oeste de Sierra de las minas; B) Biotopo universitario del
Quetzal -BUCQ; C) Bosque Sachut; y D) Reserva Natural Privada Chelemha, Alta Verapaz.
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15 Anélisis y discusion de resultados:

En base a los patrones sugeridos por nuestro modelo simulado y datos medidos, los rasgos
funcionales reflejan mejor la pérdida de biodiversidad que la riqueza taxondémica en anfibios del
bosque nuboso de las Verapaces. En el caso del fragmento de bosque mas pequefio (Bosque Sachut)
pudimos asociar, qué a pesar de tener riqueza comparable a los otros fragmentos mayores, la
amplitud de todos los rasgos (LHC, AC, LF, LT y LA) era més estrecha en comparacion de otros
fragmentos. En otras palabras, refleja una restriccion a una distribucién de variabilidad de rasgos,
prediciendo que se estructurando mejor con caracteristicas poblacionales con caracteristicas de
adecuabilidad més restrictas. En parte esta restriccion puede ser a la conectividad de este bosque
con fragmentos de mayor tamafio. Por ejemplo, Pineda y Halffter (2004) encontraron en un estudio
de bosque nubosos en México que elementos del paisaje alrededor de un bosque nuboso aislado o
fragmentado son de suma importancia para mantener la diversidad taxondémica que el tamafio del
bosque en si, sin embargo, este estudio no toma en cuenta la diversidad funcional o de rasgos en
estos fragmentos. En otro estudio con diversidad funcional de anfibios en el centro de Brasil en un
area de transicion entre bosques tropical del amazonas y bosque de savana “Cerrado” se ha
encontrado evidencia de como la cercania a fuentes de agua y fragmentos de bosques relacionadas
matriz estan asociados a una mayor diversidad de rasgos y diversidad funcional (Ribeiro, Colli,
Batista, & Soares, 2017). Por lo que, existe poca superposicion de las distribuciones de los rasgos
entre las poblaciones dentro de las comunidades. Estos estudios nos dan bases para argumentar sobre
el efecto de pérdida de diversidad por medio de la distribucion de rasgos funcionales fenotipicos de

anfibios dentro de elementos del paisaje en el corredor nuboso de Baja Verapaz y Alta Verapaz.

Los rasgos funcionales de anuros en el corredor nuboso nos dieron una idea de como evaluar el
proceso de ensamblaje de la comunidad de anfibios. El patrén sugiera que individuos de anfibios
que pertenecen a una poblacion particular, muestran valores de rasgos mas similares que dos
individuos extraidos al azar del mismo parche de bosque nuboso. Esto proporciona una la de idea
de un efecto de filtros internos de escala pequefia (ej. Microhabitat, microclima, competencias u
otras interacciones) los cuales pueden ser explicados por mecanismos relacionadas a diferentes
hipétesis clasicas con las interacciones bidticas y la coexistencia de especies (Hubbell, 2001; Chase

& leibold, 2004). Asimismo, Xavier Jordani y otros (2019) evidenciaron que los filtros internos,
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como las interacciones bioticas y el uso de microhabitat, son los que contribuyen mayormente en el
ensamblaje de larvas de anfibios del bosque atlantico brasilefio. Por ejemplo, en nuestro estudio -
para el rasgo ancho de cabeza - se encontrd que: 1) en fragmentos de bosque medianos el rasgo
tiende a ser similar entre las especies de la comunidad, lo que limita la dieta de las especies y puede
provocar competencias y reduccion de la diversidad de especies por exclusion competitiva; 2)
individualmente por especie, las poblaciones que estan en areas de bosque de tamafio mediano
presentan una menor variacion del rasgo, o sea la variacion de ancho de cabeza se torna menor en
estas poblaciones, lo que reduce la variabilidad de la poblacién. Ambos factores provocan la pérdida
de funcionalidad del ecosistema. Es importante mencionar que los dos bosques de tamafio mediano
del estudio mantienen una riqueza de especies similar comparada con el bosque de mayor tamafio;
lo que provoca una reduccion de la variabilidad de los rasgos a nivel interespecifico en los bosques
medianos probablemente como una estrategia de permitir la coexistencia en ambientes con recursos
limitantes. Sin embargo, en el bosque de menor tamafio las variaciones de los rasgos fueron
mayores, probablemente a consecuencia de la poca competitividad debido a la reduccion de la

riqueza de especies.

Con respecto a la proporcion de individuos infectados y nivel de infeccion por Batrachochytrium
dendrobatidis, en las diferentes especies de anfibios encontrados en la region, pudimos relacionar
que las especies con desarrollo indirecto propias de la familia Hylidae fueron mas comunes en
presentar la enfermedad. Esto coincide con multiples ejemplos en el area tropical del mundo (Fisher,
Garner, & Walker, 2009; Kolby & Daszak, P. 2016). Esta informacion fue contextualizada en base
a datos colectados en los afios 2010-2011. Sin embargo, este patron seria el esperado en la
actualidad. Basada en las muestras obtenidas y en futuras muestras se podria evaluar hipdtesis
alternas al riesgo de infeccion de especies que no comdnmente estan asociadas a estar infectadas,
las cuales son las de desarrollo directo (Familias Craugastoridae y Plethodantidae). Las especies de
desarrollo directo (sin etapa larval) al potencialmente ser independientes a fuentes de agua, y por
ende no tener un alto contacto con especies hospederas de desarrollo larval en fuentes de agua, no
desarrollaran adaptaciones para la defensa en contra de la infeccidn presentando cargas mas altas
del patégeno cuando se vean expuestos a este, estos patrones ya fueron evidenciados experimental

y en estudios de campo en brazil (ej. Ribeiro et al., 2020).
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En términos ecoldgicos se recomienda proyectos de restauracion ecoldgica pasiva del area y la
reconexion de remanentes boscosos entre estas areas boscosas y asi mantener la diversidad de una
forma mas eficiente. Tomar en cuenta también que un buen manejo de esta podria ser de beneficios
para los comunitarios y duefios de fincas, ya que al unir esfuerzos para reforestar con arboles nativos
el &rea del corredor nuboso podria aumentar el beneficio de proteger fuentes de agua, evitar sequias
y desastres de deslaves en esta area; una de los potenciales formas de evidenciar un manejo adecuado

del area serian evaluando la diversidad funcional de anfibios.

16 Conclusiones
Los patrones sugeridos por ambos modelos, simulado y con datos observados, reflejan la pérdida

de biodiversidad de una manera mas fina que la riqueza taxonémica en anfibios.

Filtros internos de escala fina (factores ecologicos internos) potencialmente son los factores que
explican la estructura de la comunidad de anfibios a nivel poblacional basandonos en datos

simulados y con datos observados.

La riqueza de especies de anfibios se mantiene en los bosques nubosos medianos y grandes; y
tratando como preliminares nuestros resultados, podemos destacar que potencialmente los rasgos
funcionales vinculados a bosques de tamafio mediano presentan una amplitud simulada y observada

de todos los rasgos (LHC, AC, LC, LAy LT) mas estrecha en comparacién de otros fragmentos.

17 Impacto esperado

Conservacion: los resultados de los analisis ejecutados en este proyecto sirven para ejemplificar los
efectos negativos de la perdida de hébitat en la comunidad de anfibios, evidenciados por medio de
la reduccion de la diversidad funcional de estos. Ademas, el video de divulgacion producido podra

ser una herramienta en actividades de concientizacion y educacion ambiental.

A la vez, la informacion levantada y generada en esta investigacion, sera de utilidad para el apoyo
de tesis de grado académico de la Escuela de Biologia de la USAC. Asimismo, se fortalecid el

laboratorio molecular de la Escuela por medio de la compra de equipos y reactivos.
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Apendice 1.1. Estimacion de densidades de Kernel para salamandras, para todas las especies en
conjunto, para cada uno de los rasgos en las localidades donde estan presentes del bosque nuboso.
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Apéndice 1.2. Estimacion de densidades de Kernel para ranas arbéreas, para todas las especies en
conjunto, para cada uno de los rasgos en las localidades donde estan presentes del bosque nuboso.
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Apéndice 1.3. Estimacion de densidades de Kernel para ranas de hojarasca, para todas las especies
en conjunto, para cada uno de los rasgos en las localidades donde estan presentes del bosque

nuboso.
Familia Craugastoridae
Zooporas Plectrohyla _quecchi LHC Plectrohyla _guecchi AC Plectrohyla _quecchi LT Plectrehyla _quecchi
7] & :: O n + - On = =
., P 3 . Bz 8z . = | BE
SR C & a ] = R [ - I Coa mc
r=1 ™ A o ] a8 ™ A a :
Bl o e e e I B e e e ST T T T
a 10 i} 50 2 4 8 & 0 10 20 3N 44 0 10 20 3 40 50 &
N = 18 Bandwidi = (.5934 H=18 Bandwidi = 168 N =18 Bandwidh = 06015 W= 18 Bandwidh = (.90
Zooporas Plychohyla_hypomykte LHC Ptychohyla_hypomykter AC Ptychohyla_hypomyhkter LT Ptychohyla_hypomykter
2 2 i
= =1F) = ] =[P = =]F . =]
w T a8z w, (=] - = -} R = =1
= C T o = ' - = &g =
= - B S E b T
a o a = a =7 [ I
S B B B B = | — T S T T e I B N B
a 10 i 50 20 & 61 & a M0 XN 3 4 a 10 20 30 40 50 &
N =4 Barchwidé = 0.S538 H=4 Bancwidd = (LI H =4 Bandwid = 027 N =4 Bandwidi = 0.4384

48



N o % Direccion General

Universidad de San Carlos de Guatemala de Investigacion

TRICENTENARIA Direccién General de Investigacion
Informe final

Universidad de San Carlos de Guatemala

Apeéndice 1.4. Estimacion de densidades de Kernel para todas las especies, presentes del bosque

nuboso.
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Apéndice 1.5. Protocolo de almacenamiento de ADN para hongos y microbioma

PROTOCOLO DE ALMACENAMIENTO DE ADN PARA HONGOS Y MICROBIOMA
DE PIEL DE ANFIBIOS - PROYECTO DIGI B-30/2020

Paso 1 Preparacion de solucion de amortiguamiento para mantener células vivas y obtener
cultivos de Microbioma.

a.A  Diluir 100 ml de glicerina (99.96%) con 150 ml de agua destilada.

a.B  Autoclavear la dilucién de glicerina obtenida en un bote especial o un Erlenmeyer (500 ml)
a 120 ° C por 15 minutos.

a.C  Dejar enfriar por 20 minutos.

a.D  Preparar y esterilizar una micropipeta de 1-10 ml y una punta estéril 1 ml (Usar guantes
estériles).

Paso 2 Preparacion de criotubos (Guantes estériles)

A En ambiente estéril en una campana o alrededor de un mechero abrir el recipiente con la
glicerina.

B Utilice criotubes estériles de rosca, use la micropipeta y agregue 1 ml de la disolucion de
glicerina.

C Puede centrifugar.

D Guardar en cajas de transporte. La viabilidad de la glicerina para tomar muestras de

microbioma es de 5 dias a temperatura ambiente.

Paso 3 Fase de campo

A *Toma de muestra. Anfibios vivos.

B *Rotular con el mismo cddigo de colecta (2) criotubos estériles y 1 criotubos con un 1 ml de
una dilusion de Glicerina al 40%.

C *Frotis de bacterias y hongo quitrido de piel de anfibios). Utilizar de uno a tres palillos para
frotis de algodén (Marca Dry Swab MW113, Medical Wire); Ver protocolo Hyatt et al. 2007.

D *Transporte: En contenedor de nitrogeno liquido colocar cada uno de los critubos. Tiempo
maximo de almacenaje 20 dias (a menos que se haga una recarga de nitrégeno).

E *Descartar el nitrégeno liquido del tambo especial y sacar los criotubos.

F *Almacenado en cajas para criotubos en un ultracongelador de -86°C.
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