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RESUMEN 
 
El sapo arlequín, Atelopus varius, actualmente es considerado en peligro crítico de 

extinción, debido a los drásticos declives de sus poblaciones por causa del hongo patógeno 

Bactrachochytrium dendrobatidis (Bd). Sin embargo, en años recientes se han 

redescubierto poblaciones de esta especie a lo largo de su rango de distribución histórico, 

que parecen coexistir con el hongo Bd en un estado de infección enzootico.  

De esta manera, en este estudio exploramos el potencial rol que la comunidad bacteriana 

de la piel de A. varius podría estar teniendo en la persistencia de tres de estas poblaciones 

en Panamá. De modo general, encontramos una baja prevalencia (12.86%; n = 70) de 

infección por Bd en las poblaciones de estudio, aunque con intensidades de infección 

moderadas (promedio = 286,516.8 copias/individuo). En relación con la comunidad 

bacteriana de A. varius, basado en la secuenciación del gen bacteriano 16S rRNA (región 

V4), no determinamos diferencias en la riqueza bacteriana asociadas a cambios en la 

temperatura corporal de los individuos, estado de infección por Bd (con la excepción de en 

una población) o entre las poblaciones de estudio. No obstante, sí determinamos una 

variación en la composición y estructura de la comunidad bacteriana entre las poblaciones 

de estudio.  

Además, nuestros resultados indican que A. varius posee una riqueza relativamente mayor 

(y distinta composición) de bacterias potencialmente inhibitorias de Bd comparado con la 

comunidad bacteriana del sustrato y de una especie tolerante al Bd (Craugastor fitzingeri) 

que co-ocurre con A. varius en el área de estudio. Nuestros resultados indican que la 

interacción entre Bd y la comunidad bacteriana de la piel de A. varius podría estar 

modulada por las condiciones ambientales a nivel local y que el bacterioma de esta especie 
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en estas localidades esta potencialmente dominado por bacterias con propiedades 

antimicrobianas. 
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SUMMARY 
 
The harlequin toad, Atelopus varius, is currently considered critically endangered, in part, 

due to drastic population declines caused by the pathogenic fungus Bactrachochytrium 

dendrobatidis (Bd). However, in recent years populations of this species have been 

rediscovered throughout its historical range, which appear to coexist with the fungus Bd in 

an enzootic infection stage. Thus, in this study we explore the potential role that the skin 

bacterial community of A. varius could be playing in the persistence of three of these 

population in Panama. Overall, we found a low prevalence (12.86%, n = 70) of Bd infection 

in the study population, although with moderate infection intensities (mean = 286,516.8 

copies/individual). Regarding the bacterial community of A. varius, based on sequencing 

of the bacterial 16S rRNA gene (V4 region), we did not determinate differences in bacterial 

richness associated with changes in individual body temperature, Bd infection status 

(except in one population) or between study populations. However, we did determine 

variation in bacterial community composition and structure between study populations. 

Furthermore, our results indicate that A. varius has a relatively higher richness (and 

different composition) of putatively Bd-inhibitory bacteria compared to the bacterial 

communities of the sampled substrates and of a Bd-tolerant species (Craugastor fitzingeri) 

co-occurring with A. varius in the study area. Our results indicate that the interaction 

between Bd and the skin bacterial community of A. varius may be modulated by local 

environmental conditions, and that the bacteriome of this species in these localities is 

potentially dominated by bacteria with antimicrobial properties.  
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Los servicios de los ecosistemas naturales son definidos como los beneficios 

provenientes de estos para la salud y persistencia de la vida humana. Sin embargo, la 

capacidad de los ecosistemas para proveer dichos servicios ambientales generalmente está 

ligada a su biodiversidad, la cual es frecuentemente reducida por las actividades 

antropogénicas. Por ejemplo, al modificar procesos de los ecosistemas tales como la 

producción de biomasa, el ciclo del agua y la integridad de los suelos contribuimos a la 

pérdida de la biodiversidad. De esta manera, se reduce o eliminan muchos de los beneficios 

innatos de la biodiversidad como, por ejemplo, la polinización y dispersión de semillas y 

organismos con propiedades medicinales para los seres humanos (Díaz et al., 2006).  

 Se ha estimado que actualmente la taza de extinción de la biodiversidad es 10,000 

veces mayor a la estimada en el registro fósil (Collins, 2009). Entre las amenazas más 

prominentes a la biodiversidad están la fragmentación, la pérdida del hábitat, el cambio 

climático acelerado por las actividades antropogénicas y las enfermedades infecciosas 

emergentes. Inclusive, en los últimos 30 años aproximadamente la disminución de la 

biodiversidad se ha considerado alarmante, siendo los anfibios uno de los grupos 

taxonómicos más afectados (Collins, 2009) y, por lo tanto, considerados un ícono de la 

actual crisis de la biodiversidad (Wake & Vredenburg, 2008). 

La quitridiomicosis, causada por el patógeno Batrachochytrium dendrobatidis 

(Bd), es una enfermedad infecciosa emergente que ha causado el declive de alrededor de 

700 especies en todos los continentes en donde los anfibios ocurren (Scheele et al. ,2019 y 

Lips, 2016). Cabe resaltar que la gran parte de los declives más drásticos y extinciones 
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tuvieron lugar en el este de Australia, América del Sur, el oeste de los Estados Unidos, 

África, oeste y centro de Europa, y particularmente América Central (Fisher & Garner, 

2020). 

El hongo Bd se reproduce mediante zoosporas, las cuales infectan la piel 

queratinizada de los anfibios. El ciclo de vida de Bd es una progresión que va desde el 

estadio infeccioso llamado zoospora a la formación del talo, el cual se desarrolla para dar 

origen a un zoosporangio ubicado dentro la célula del hospedero (Berger et al., 2015). Una 

vez formado el zoosporangio, el mismo descarga zoosporas a través de una abertura, la 

cuales pueden ser liberadas al ambiente o re-infectar al mismo hospedero. Durante la 

infección, la capacidad osmoreguladora de la piel del anfibio se ve afectada, lo cual resulta 

en un desbalance electrolítico que produce la muerte por medio de un paro cardiaco 

asistólico (Voyles et al.,2009). También, cabe mencionar que la intensidad de la infección 

por Bd puede ser influenciada por el genotipo, en donde el linaje Bd-GPL (linaje 

panzootico global) es el más virulento (Fisher & Garner, 2020).  

Los sapos arlequín del género Atelopus (Clase Anura, familia Bufonidae) han 

sufrido grandes declives en sus poblaciones y se les considera el grupo de anfibios más 

amenazado. Hace aproximadamente 35 años las especies de este grupo fueron muy 

abundantes a lo largo de todo su rango de distribución en el Neotrópico. Sin embargo, a 

finales de la década del 1980 sufrieron drásticos declives, incluyendo extinciones a nivel 

local (La Marca et al ,2005). Actualmente, existen evidencias de que estas disminuciones 

pudieron estar asociadas a la presencia/llegada del Bd, considerando que las la especie del 

género Atelopus son muy susceptible a la quitridiomicosis (Ramírez et al., 2020).  
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Dentro de las especies que sufrieron grandes declives a causa de la 

quitridiomicosis, se encuentra la especie Atelopus varius. Esta especie mantenía 

poblaciones en Costa Rica y Panamá (Savage 1972) y actualmente, para Costa Rica sólo 

se reporta la existencia de aproximadamente dos poblaciones discretas (Barrio-Amoros and 

Abarca, 2016; González- Maya et al. 2018). En cuanto a Panamá, reportes recientes indican 

la existencia de la especie en la zona montañosa del centro de Panamá (Hertz et al. 2012; 

Perez et al. 2014), la cual incluye al Parque Nacional Santa Fe, ubicado a lo largo de la 

cordillera central y que tiene una extensión de unas 72,000 Ha (CODESA 2008). De esta 

manera, los sitios con poblaciones de A. varius en el Parque Nacional Santa Fe podrían ser 

considerados como refugios para la especie, por lo que su identificación y estudio son de 

suma importancia para los esfuerzos de conservación (Woodhams et al. 2011).  

El continuo aumento de nuestro conocimiento sobre la diversidad y función del 

microbioma de los animales ha planteado un desafío a nuestro conocimiento actual sobre 

la historia de vida y evolución de estos organismos (McFall-Ngai et al., 2013). El 

microbioma es una frontera relativamente nueva en la biología evolutiva y cuyo estudio ha 

sido impulsado por la creciente accesibilidad a la secuenciación del ADN. Dicha 

accesibilidad a técnicas de secuenciación (e.g., secuenciación en Illumina) ha permitido 

impulsar algunos de los objetivos principales de la biología evolutiva, tales como la 

caracterización de la diversidad y de los mecanismos ecológicos y evolutivos que han dado 

su origen. El microbioma, de esta manera, representa una excelente oportunidad para 

conocer la evolución y los factores que afectan la eficacia biológica de sus hospederos 

(Hird, 2017).  



 9 

 Las bacterias simbióticas juegan un rol importante en la protección del hospedero 

(Rebollar et al., 2014); el microbioma se considera como la primera línea de defensa del 

hospedero, el cual puede inhibir el crecimiento de patógenos mediante la producción de 

metabolitos antimicrobianos y la competición directa con los patógenos (Turnbaugh et al., 

2009; Chung et al., 2012; Florez et al., 2015; Rollins-Smith et al., 2011; Bernardo Cravo 

et al., 2020 y Medina et al., 2021). Se ha demostrado que el microbioma asociado a la piel 

de los anfibios puede conferir protección al anfibio contra infecciones por Bd (Rebollar et 

al., 2018). El microbioma de la piel de los anfibios y, de manera general, se define como 

el conjunto de microorganismos (i.e., bacterias, virus, hongos y otros eucariotas), y su 

material genético, asociados a un hospedero, cuya composición y estructura es influenciada 

por factores bióticos y abióticos (Rebollar et al., 2016).  

En relación a la ecología de las comunidades bacterianas asociadas a la piel de 

anfibios, Rebollar et al. (2016) determinaron que las comunidades bacterianas de la piel de 

los anfibios tropicales están constituidas por taxones bacterianos que presentan 

abundancias relativas bajas en el ambiente, lo cual es consistente con previos estudios de 

anfibios de climas templados (Walke et al. 2014). Adicionalmente, y en términos de la 

potencial interacción con Bd, Rebollar et al. (2016) también determinaron que las 

comunidades bacterianas asociadas a la piel de una especie tolerante al Bd (i.e., Craugastor 

fitzingeri) eran menos diversas y estaban dominadas por bacterias de los géneros 

Acinobacter y Pseudomonas, en poblaciones de ésta especie que han coexistido con Bd por 

mayor tiempo. En general, los resultados de ese estudio, el cual tuvo lugar en Panamá, 

demostraron que la estructura bacteriana de la piel está potencialmente relacionada con la 
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susceptibilidad al Bd, y la presencia histórica de Bd en estas localidades. Sin embargo, no 

se tiene claro como el microbioma de la piel de los anfibios tropicales está influenciado por 

los reservorios de bacterias en el ambiente y por los factores intrínsecos del huésped (e.g., 

sistema inmune innato: péptidos antimicrobianos).  

El microbioma de la piel de los anfibios está compuesto por taxones bacterianos 

únicos con funciones metabólicas involucradas en la defensa y comunicación microbiana 

(Rebollar et al., 2018). En una revisión realizada por Rebollar et al. (2020), se concluye 

que se desconocen aspectos importantes sobre el microbioma de los anfibios, tales como 

los mecanismos bajo los cuales interactúa con el hospedero y su función. Por último, cabe 

resaltar que el estudio de la diversidad y estructura del microbioma de los anfibios se ha 

convertido en un tema central para entender la dinámica de sus enfermedades emergentes, 

su historia natural y ecología (Assis et al., 2017).  

Dentro de un contexto ecológico, un estudio global sobre las comunidades 

bacterianas de la piel de los anfibios se analizaron los factores bióticos y abióticos que 

estructuran estas comunidades; ese estudio demostró que la riqueza bacteriana de la piel de 

los anfibios está correlacionada con la variación en la temperatura a lo largo de un gradiente 

latitudinal. Dicho de otra manera, este estudio determinó que las características temporales 

y espaciales del macro-ambiente del anfibio dictan la diversidad bacteriana (Kueneman et 

al.,2019).  

El hongo Bd ha infectado a una gran cantidad de especies de anfibios (más de 500; 

Sheele et al., 2019), y de otros organismos (e.g., macro-invertebrados acuáticos), sin 
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embargo, no todas las especies son igualmente susceptibles (MacMahon, 2013). Dentro de 

este contexto, cuando las especies tolerantes o resistentes son simpátricas con especies 

altamente susceptibles éstas actúan como reservorios del patógeno. Por ejemplo, Brannelly 

et al. (2017) encontraron que individuos de la especie Crinia signífera que coexisten con 

especies amenazadas actúan como un reservorio que incrementan la probabilidad de 

infección por Bd en las otras especies y esto  a su vez resulta en altos niveles de prevalencia 

e intensidad de infección en la naturaleza. De manera importante, en otro estudio realizado 

por Flechas et al. (2019), quienes estudiaron dos especies (Dendropsophus labialis y 

Rheobates palmatus) que coexisten con Bd para comprender cómo algunas especies no son 

susceptibles a la infección; se demostró que las bacterias simbióticas y los péptidos 

antimicrobianos pueden co-seleccionarse para incrementar la función inhibitoria contra Bd, 

específicamente contra el linaje Bd-GPL.  

En un estudio realizado por Belden et al. (2015) en especies de anfibios de 

Panamá, se determinó que estas especies albergan comunidades únicas de bacterias en su 

piel, las cuales son sumamente diversas y contienen una gran variedad de grupos de taxones 

con propiedades inhibitorias contra Bd (Becker et al., 2015). Otro estudio reciente, el cual 

evaluó la capacidad del microbioma de los anfibios para predecir la gravedad de la 

infección por Bd, sugiere que el éxito del patógeno esta influenciado por las bacterias de 

la piel (Chen et al., 2022). Sin embargo, Chen et al. (2022) indica que se desconoce el 

grado de variación que la comunidad microbiana puede mostrar sin perder la capacidad 

‘predictora’ del riesgo de infección por Bd.  
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De esta forma, la inclusión de un enfoque en el microbioma de los anfibios nos 

permitirá dilucidar la ecología de las comunidades bacterianas y la relación huésped-

patógeno en especies y poblaciones de interés para la conservación, tales como aquellas de 

A. varius recién descubiertas en Panamá y que carecen de información relevante. En este 

estudio, realizamos una caracterización molecular de las comunidades bacterianas 

asociadas a la piel de A. varius en Panamá y evaluamos su potencial rol protector contra 

Bd, además de determinar la incidencia de este hongo patógeno en estas poblaciones.  
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OBJETIVOS 
 
GENERAL 

 

• Caracterizar las comunidades bacterianas asociadas a la piel de A. varius en 

poblaciones que coexisten actualmente con el hongo Bd en un estado de 

infección enzootico.  

 

ESPECÍFICOS 

• Determinar la prevalencia y cargas de infección por Bd en las poblaciones de 

estudio de A. varius mediante la cuantificación del número de copias de la región 

ITS1 usando la técnica de qPCR .  

• Determinar el patrón de diversidad y los cambios en la estructura de las 

comunidades bacterianas de A. varius asociados a infecciones por Bd mediante la 

amplificación y secuenciación de la región V4 del gen 16S rRNA.  

• Evaluar el rol protector contra Bd de las bacterias de la piel de A. varius mediante 

una comparación con aquellas de una especie (i.e., Craugastor fitzigeri) 

simpátrica que es tolerante a este patógeno.  
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1. Quitridimicosis: amenaza a la biodiversidad de anfibios 

 

En las décadas de 1970 y 1980 biólogos percibieron disminuciones y desapariciones 

‘enigmáticas’ de especies de anfibios en sus áreas de estudio. Sin embargo, no fue hasta 

1989 en el Congreso Mundial de Herpetología en Canterbury (Inglaterra) en donde 

finalmente estas disminuciones fueron reconocidas como un fenómeno de gran escala 

global (Green et al. 2020). Estas disminuciones y desapariciones de anfibios eran 

sorprendentes para la comunidad científica, ya que dichos fenómenos estaban ocurriendo 

en áreas protegidas y en bosques en buen estado de conservación (Green et al., 2020). 

Seguido al congreso, los anfibios se convirtieron en noticias, destacando al New York 

Times como uno de los portavoces sobre el fenómeno de las disminuciones y extinciones 

de este grupo taxonómico.   En 1991 se realizó la conferencia internacional sobre los 

anfibios en declive en Irvine California (EUA), la cual resultó en la formación de varios 

grupos de trabajo (e.g., Declining Amphibian Population Task Force, DAPTF) para 

facilitar y promover proyectos de investigación para determinar los factores ecológicos 

potencialmente asociados con las pérdidas de anfibios (Barinaga,1990; Wake,1991; 

Yoffe,1992; Wake y Morowitz,1991).  

 

 Diez años después, al cabo de muchos esfuerzos de investigación, se identificó y 

describió al patógeno asociado con las disminuciones y extinciones de anfibios alrededor 

del mundo, el hongo quitridio Batrachochytrium dendobratidis (Bd) (Longcore y Pessier, 

1999), el cual causa la enfermedad llamada quitridiomicosis.  
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Se ha encontrado que Bd infecta a 1,015 de 1,854 especies a nivel global, lo que 

representa el 54% de las especies. El hongo Bd infecta principalmente a las especies 

pertenecientes al orden Anura, al 55% de salamandras y tritones pertenecientes al orden 

Caudata y al 29% de las especies de cecilias (orden: Gimnofiona) (Fisher y Garner, 2020). 

 

La dinámica de la interacción anfibio-Bd es compleja, y las respuestas de algunas 

especies de anfibios al Bd depende de varios aspectos ecológicos, tales como, las 

condiciones ambientales, historia de vida de la especie de anfibio, y del genotipo o fenotipo 

del Bd. De esta forma, determinar los factores críticos que modulan la interacción entre el 

anfibio y Bd es clave para poder predecir el patrón de incidencia de este patógeno y la 

intensidad de los brotes de quitridiomicosis. 

 

La quitridiomicosis puede ser causada por dos tipos de hongos: Batrachoquitrium 

dendrobatidis (Bd) y B. salamandrivorans (Bsal). Ambos tienen origen potencialmente 

asiático y los cuales se han expandido a otros continentes. Bsal fue asociado a declives 

masivos de anfibios alrededor del 2010, particularmente de poblaciones de salamandra de 

fuego (Salamandra salamandra) en Europa. Pero a diferencia de Bd, Bsal tiene un mayor 

impacto en los anfibios de la orden caudata, especialmente en el género Salamandra 

(Journal et al., 2020).  

   

 Nuestro entendimiento con respecto a esta enfermedad infecciosa ha cambiado 

desde su descripción al final de los años 90. Desde entonces se pensaba que Bd 

posiblemente era un organismo clonal que se había propagado y que observaríamos más 
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eventos de manera epizoótica. Sin embargo, a pesar de la presencia de Bd en todos los 

continentes, se ha determinado que en muchos lugares no ha habido disminuciones 

evidentes de las poblaciones de anfibios, lo que sugiere una contexto-dependencia 

ecológica y una posible variación en la virulencia de este patógeno. Dentro de este 

contexto, estudios recientes han determinado que Bd está compuesto por linajes 

genéticamente diferentes, los cuales pueden variar en virulencia (Fisher & Garner, 2020). 

Entre los linajes conocidos del Bd, el Linaje Panzootico Global (GPL) es el más virulento 

y al que se la han asociado las disminuciones drásticas y extinciones de anfibios a nivel 

global (Farrer et al., 2011). También, se ha determinado que la respuesta de especies de 

anfibios a Bd presentan variación, en donde las especies que son consideradas más 

susceptibles son aquellas asociadas a arroyos de montañas y que poseen tamaños 

relativamente grandes (Lips et al., 2003; Lips, 2016). 

 

2. Bacterias simbiontes asociadas al hospedero como unidad evolutiva 

 

Cuando el término holobionte fue introducido se refería a una sola entidad biológica 

que involucraba el huésped y su simbionte heredado. Sin embargo, este término fue 

ampliado para incluir la interacción de los microorganismos simbióticos con su 

hospedero, la que pueden ser tanto mutualista como antagonista (Simon et al., 2019). 

 

Un hospedero es cualquier ser vivo que alberga una comunidad microbiana. Por 

ejemplo, Hird (2017) define al microbioma como el conjunto de microorganismos que 

viven en un ambiente determinado (e.g. como aquella comunidad compleja de 
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microorganismos asociados a la piel de los anfibios) El microbioma juega un papel 

importante en los vertebrados debido a que facilita la captación y almacenamiento de 

energía, facilita el desarrollo del sistema inmunológico y puede influir en su 

comportamiento, incluyendo la selección de pareja y éxito reproductivo. (Hird, 2017).  

 

La teoría de la evolución del hologenoma considera al holobionte como una unidad de 

selección y define al hologenoma como la suma de toda la información genética del 

hospedero y su microbioma. La teoría es basada en que todos los animales y plantas 

establecen una relación simbiótica con microrganismos, los cuales son trasmitidos entre 

generaciones, y cuya interacción con el hospedero influye en la eficacia biológica del 

holobionte dentro de su ambiente. Estas premisas sugieren que la riqueza genética de los 

microbios simbiontes juega un papel importante en la adaptación y evolución de sus 

hospederos (Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008).   
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 
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Área de estudio  

 

Este estudio se realizó en la República de Panamá, específicamente, dentro del Parque 

Nacional Santa Fe (provincia de Veraguas; coordenadas: 8°37’38” N, 80°58’45” O). 

Dentro del área de estudio se escogieron tres sitios de muestreo (Sitio 1, Sitio 2, Sitio 3); 

el ‘sitio 1 (LG)’ estaba a una elevación media de 641 msnm, el ‘sitio 2’ a 155 msnm y el 

‘sitio 3’ a 177 msnm. En cada sitio se encontraron individuos de la especie de estudio 

Atelopus varius y de la especie Craugastor fitzingeri, que es tolerante al Bd y se usó en 

nuestro estudio con el propósito de realizar análisis comparativos. 

 
 

 
Figura 1. Mapa que muestra el área de estudio dentro del Parque Nacional Santa Fe. 
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Especie 

Se utilizo la especie Atelopus varius (familia: Bufonidadae), actualmente considerada 

críticamente amenazada (IUCN, 2020), y la especie simpátrica Craugastor fitzingeri 

(familia: Craugastoridae). 

 
 

 

Figura 2. Atelopus varius (Liechtenstein & Martens, 1856) 
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Toma de muestras 

 Datos ambientales a nivel de sitio 

Se tomaron datos ambientales a nivel de sitio, tales como temperatura del aire, temperatura 

del agua, humedad relativa, descripción del hábitat y elevación. 

Datos asociados a cada hisopado de piel de anfibio 

A cada muestra de hisopado de anfibio se le asignó un código único de identificación 

(Figura 4), así como los respectivos datos morfométricos del anfibio, temperatura corporal 

y género (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Toma de datos asociados a cada hisopado.  
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Figura 4. Identificación de Atelopus varius mediante captura y recaptura: A. foto dorsal, B. foto ventral. 

 

Hisopado  

Cada individuo fue atrapado con un par de guantes nuevos de nitrilo y colocado en 

una bolsa estéril Whirl-pak® donde permanecería hasta el momento de ser procesado 

(menos de 30 minutos); posteriormente, previo al el hisopado, los individuos fueron 

enjuagados con 50 ml de agua destilada estéril para remover bacterias transitorias de su 

piel. Los hisopados cutáneos se realizaron con hisopos estériles ‘rayon swabs’ (MW113, 

Medical Wire Equipment & Co. Ltd., Corsham, UK) en individuos de A. varius y C. 

fitzinger, los cuales consistieron en frotar el hisopo de algodón 20 veces en la región 

ventral, también se frotó 5 veces en una sola dirección cada pata trasera y 5 veces la región 

ventral de cada muslo (Belden et al., 2015; Rebollar et al., 2014). Los hisopados colectados 

se mantuvieron en nitrógeno líquido durante el trabajo de campo y posteriormente fueron 

A B 
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depositados a -80 °C en el laboratorio de biología del Instituto de Investigaciones 

Científicas y Servicios de Alta Tecnología de Panamá (INDICASAT-AIP). 

 
Cuantificación de Bd y caracterización del microbioma de la piel   
 

Se extrajo el ADN bacteriano y del Bd de los hisopados de la piel siguiendo el 

protocolo de fábrica del kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Valencia, USA), se incluye 

un periodo de incubación de cuatro horas para romper la pared celular de las bacterias.  

Para determinar la prevalencia y carga de infección por Bd en A. varius, amplificamos y 

cuantificamos el número de copias de la región ITS1del genoma de Bd usando la técnica 

de PCR cuantitativo (qPCR) y basándonos en el protocolo de Boyle et al. (2004).  

 Para caracterizar las comunidades bacterianas asociadas a la piel de A. varius, y 

determinar los patrones de diversidad asociados a la infección por Bd, se amplificó y 

secuenció la región hipervariable V4 del gen 16S rRNA. Para amplificar la región V4 

utilizamos cebadores universales 515F y 806R (Caporaso et al., 2012). Preparamos la 

reacción de PCR (20µ𝑙) para cada muestra agregando 12.2µl de agua ultrapura 

(Invitrogen), 4µl de 5X Phire reaction buffer (Finnzyme, Espoo, Finland), 0.4 µl de 2.5 

mM dNTP mix (Invitrogen), 0.4µl de Phire Hot Start II (Finnzyme, Espoo, Finland), 0.5 

µl de cada primer y 2µl de DNA molde. También homogenizamos y transferimos (10 µl) 

de la mezcla a otra placa de 96 pocillos (se incluyó un control negativo a cada placa de 96 

pocillos). Para realizar el paso de desnaturalización usamos 38 ciclos de 5 segundos a 98°C, 

hibridación usamos 5 segundos a 50°C y para la elongación usamos 15 segundo a 72°C. 



 25 

Electroforesis en gel  

Se seleccionaron al azar dos filas de doce pocillos de cada placa de PCR en un gel 

con el fin de verificar el producto de la reacción de PCR. Para esto, se prepararon 

previamente 50 ml de gel de agarosa al 1% (usar 0,5 de agarosa). Con la intención de 

visualizar el producto de PCR de cada muestra se combinó 1,5µl  de ADN amplificado con 

2µl  de colorante de carga diluido con (1:1 H2O) en cada pocillo del gel. El gel fue corrido 

a 100 voltios durante 20 minuto, al cual se le tomó una foto en el transiluminador para 

verificar la presencias de bandas que confirmen la presencia de ADN amplificado y el 

tamaño del fragmento. Por último, los productos de PCR se cuantificaron en un Quibit 2.0 

fluorometro con el dsDNA Broad-Range Assay Kit (ThermoFisher Scientific, San Jose, 

CA, USA). 

Secuenciación  

 

La secuenciación tuvo lugar usando una plataforma de Illumina Miseq en el centro 

de secuenciación de Tuft University (TUCF Genomics) en Boston Massachusetts, USA.  

 

Análisis bioinformático 

 

Se importaron las lecturas forward de cada muestra al software de bioinformática 

Quantitative Insights Into Microbial Ecology II (QIIME 2 versión 2022.2) para procesar 

las secuencias.  Para obtener la alpha y beta diversidad de la comunidad bacteriana de A. 
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varius, C. fitzingeri y muestras ambientales, primero recortamos la longitud de las 

secuencias a 250 pb, luego las filtramos según su calidad y las agrupamos en variante de 

secuencia de amplicon (sASVs) usando el método Deblur (Amir et al., 2017). Para la 

asignación taxonómica se utilizó la base de datos de Greengenes (versión Greengenes 

13.8). Seguidamente, se removieron los cloroplastos y mitocondrias, así como las 

secuencias asociadas a potenciales contaminantes (sASVs presentes en los controles de la 

extracción de ADN y PCR).  

 

Las ASVs generada después de procesar las secuencias tuvo un total de 11777 de 

secuencias, con un rango de profundidad de secuencias por muestras de 4 a 36,401 

(promedio de secuencias/muestras = 11,538.60). De esta manera, y considerando la 

variación en el número de secuencias entre las muestras, se procedió a rarificar a una de 

profundidad 1500 secuencias/muestras basado en las curvas de rarefacción con el propósito 

de balancear el ‘esfuerzo de muestro’ entre las muestras. Esto resultó en la pérdida de 

muestras con pocas secuencias y de los controles (promedio= 27,7589); quedando 

excluidas 23 muestras. La tabla de ASVs final se constituyó de 109 muestras y un total 

5,890 ASVs, las cuales varían de 1 a 24,740.0 secuencias por muestras.  

  Para evaluar el potencial rol inhibitorio de la comunidad bacteriana presente en las 

muestras (A. varius, C. fitzingeri y muestras ambientales) utilizamos la base de datos 

desarrollada a partir de secuencias del gen 16S rRNA de bacterias aisladas de la piel de 

anfibios y que poseen rol inhibitorio al Bd (Woodhams et al., 2015). Las secuencias fueron 

procesadas en QIIME 2 y se les asignó la taxonomía utilizando la base de datos Greengenes 

(versión 13.8).  
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Análisis de datos  

Se examinó la variación en la diversidad alfa de las comunidades bacterianas de la 

piel de A. varius utilizando las métricas de riquezas de ASVs, índice de Shannon y 

diversidad filogenética de FAITH. Específicamente, se evaluó el efecto de la infección por 

Bd (i.e., estatus de infección) y de variables ecológica con relevancia para la interacción 

Bd-anfibio-bacteria (i.e., temperatura corporal y sitio/población) en el patrón de diversidad 

de las comunidades bacterianas.  

Se usaron modelos lineares generalizados (GLMs), en donde la métrica de alfa 

diversidad de bacterias se incluyó como variable de respuesta y las otras variables, como 

predictores. Para el modelo de riqueza de ASV, se utilizó una distribución binomial 

negativa para controlar la dispersión de los datos usando la función “log link”. En cuanto 

a las métricas de índice de Shannon y diversidad filogenética se usó una distribución 

gamma (función “link inverse”) para generar los modelos. Los modelos fueron 

implementados utilizando a función “glm” del paquete de R stats.  

 

Con la finalidad de determinar el grado de variación en la estructura y composición 

de las comunidades bacterianas de A. varius (y C. fitzingeri) con relación a las variables 

ecológicas de interés (e.g. sitio/población), se usaron las métricas de distancia de Bray-

curtis, Jaccard y unifrac (“weighted” y “unweighted”). Adicionalmente, se evaluó 

estadísticamente la variación en las estructura y composición de las comunidades usando 

el análisis de varianza multivariado con permutaciones (PERMANOVA), el cual fue 

implementado utilizando la función “adoni”s del paquete “vegan” (Oksanen et al., 2022). 
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Adicionalmente, se realizaron comparaciones entre niveles de las variables (i.e., entre 

sitios) utilizando la función “pairwise.adonis”. Para visualizar el patrón de diversidad 

basado en las métricas de distancia se usó el análisis de coordenadas principales (PCoA).    

 

Por último, con el propósito de identificar los taxones bacterianos qué varíaron 

drásticamente en abundancia relativa y/o presencia entre los niveles de las variables de 

interés, se usó el análisis de composición de microbiomas (ANCOM). Específicamente, se 

adoptó la metodología de ANCOM II desarrollada por Lin (2019), aplicando una 

proporción de 0.7 (estadístico W ³ 140 para nuestro estudio) para considerar a una ASVs 

como diferencialmente abundante entre grupos. Con el fin de visualizar claramente el 

patrón de variación de las ASVs que variaron diferencialmente entre grupos (i.e., 

sitios/poblaciones), se hizo un mapa de calor, el cuál fue generado usando la función 

heatmap.2 del paquete gplots (Warnes et al.,2022). 

 

En relación con las bacterias potencialmente inhibitorias de Bd (bacterias anti-Bd), 

se realizó GMLs (incluyendo una distribución binomial negativa y una función log-link) 

para determinar el efecto de las variables ecológicas mencionadas anteriormente en la 

riqueza de bacterias con posible rol inhibitorio a Bd.  

 

Se evaluó la variación en la estructura y composición de las bacterias con potencial 

rol inhibitorio al Bd utilizando el análisis de PERMANOVA; y el patrón de diversidad se 

visualizó utilizando un PCoA. Para visualizar la variación en la composición taxonómica 
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de estas bacterias (a nivel de phylum y familia) entre los diferentes tipos de muestras se 

utilizó la función Barplot del paquete ggplot2 en R.  
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III. RESULTADOS 
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1. Prevalencia y carga de infección por Bd 

Tomando en consideración todos los A. varius muestreados en las tres poblaciones, 

determinamos una prevalencia de infección por Bd del 12.86% (9/70), y una carga de 

infección promedio de 286,516.8 copias por individuo (Tabla 1).  

 

Tabla 1 Prevalencia de Bd en A. varius Bd+ sobre el total de individuos muestreados y 

cargas de infección por el número de copias cuantificadas de la región ITS del genoma de 

Bd. La prevalencia y carga de infección por Bd se muestran de sitio. 

Sitio 

Prevalencia 

(%) 

Carga de infección 

 (promedio) 

CL 11.54 (3/26) 51658.667 

DB 23.07 (3/13) 805479.000 

LG 9.68 (3/31) 2412.617 

Total 12.86 (9/70) 286516.8 

 

2. Diversidad Alpha 
 

 En cuanto a la variación en la 	𝛼	diversidad bacteriana (Riqueza de ASVs, índice 

de Shannon y diversidad filogenética), no se encontró un efecto de la temperatura corporal 

(Riqueza de ASVs; X2(1,59) = 0.06, p = 0.81; Shannon Hill numbers: X2(1,59) = 0.20, p = 0.64; 

diversidad filogenética de faith: F (1,59) = 0.04, p =0.83). De la misma manera, tampoco se 

encontraron diferencias en a diversidad entre el estado de infección por Bd (Riqueza de 

ASVs: X2(1,59) = 0.05, p=0.35; Shannon-Hill numbers: X2(1,59) = 0.94, p=0.33; diversidad 

filogenética de faith: F (1,59) = 0.04, p= 0.83) y entre sitio/población (Riqueza de ASVs: 

X2(2,59) =3.49, p= 0.17, Shannon-Hill numbers: X2(2,59) = 0.29, p=0.86; diversidad 

filogenética de faith: F (2,59) = 2.64, p=0.07). Cabe resaltar que, de manera cualitativa, se 
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observó una reducción drástica en la a diversidad bacteriana en los individuos infectados 

por Bd en la población ‘DB’ (e.g., media ± desviación estándar: riqueza de ASVs en Bd+ 

147.45 ± 88.77 vs. Bd- 243.05 ± 139.59; Figura 5).  
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Figura 5. Diversidad alfa de las comunidades bacterianas asociadas a la piel de A. varius a nivel de sitio de muestreo y 
estado de infección por Bd está representada por la riqueza de ASVs (panel superior), y diversidad filogenética (panel 
inferior). Las figuras de caja representan la media, cuartil superior e inferior, y el valor máximo y mínimo de 
diversidad. 
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3. Diversidad Beta  
 

En cuanto a la variación en la composición y estructura de la comunidad bacteriana 

de la piel de A. varius (b diversidad) se determinó que ésta varió entre las poblaciones 

(PERMANOVA: Bray-Curtis: Pseudo-F= 2.903, R2=0.082, p< 0.001; Jaccard: Pseudo-

F=2.37, R2=0.068, p<0.001; Unweighted unifrac: Pseudo-F=1.987, R2= 0.057, p<0.001; 

Weighted unifrac: Pseudo-F=1.987, R2=0.057, p<0.001; Figura 6). Específicamente, se 

encontraron diferencias significativas entre los sitios CL y DB (F= 3.78, R2=0.09, P= 

0.002) así como entre los sitios CL y LG (F=3.22, R2= 0.05, P= 0.004). Sin embargo, no 

se encontraron diferencias entre los sitios DB vs LG (F=2.15, R2= 0.04, P= 0.018; Figura 

6).  

 Figura 6. PCoA que muestra el patrón de variación en la estructura y composición de las comunidades bacterianas 
basado en la métrica de distancia de Bray-Curtis. Cada punto en la ordinación representa la estructura de la comunidad 
bacteriana de la piel de cada A. varius 
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Figura 7. Abundancias relativas de las ASVs diferencialmente abundantes entre los sitios/poblaciones de estudio. Las 
ASVs diferencialmente abundantes fueron identificadas utilizando el análisis de ANCOM II (basado en una proporción 
0.7 de comparaciones significativas). 

 

Por otro lado, no se encontró variación en la composición y estructura de las 

comunidades bacterianas de la piel de A. varius de acuerdo con su estado de infección 

(PERMANOVA: Bray-Curtis: Pseudo-F=1.390, R2=0.019, p=0.1; Jaccard: Pseudo-

F=1.253, R2=0.017, p=0.1; Unweighted unifrac: Pseudo-F=0.985, R2=0.014, p>0.1; 

Weigthed unifrac: Pseudo-F=0.985, R2=0.014, p>0.1).  

 

Adicionalmente, se determinó que la estructura de las comunidades bacterianas 

asociadas a la piel de A. varius y C. fitzingeri difieren de aquellas en los substratos (i.e., 

agua, hojarasca y suelo; PERMANOVA: Bray-Curtis: Pseudo-F=5.16, R2=0.16, p=0.0001; 
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Jaccard: Pseudo-F=3.51, R2=0.119, p<0.001; Unweighted unifrac: Pseudo-F=2.336, 

R2=0.083, p<0.001; Weighted unifrac: Pseudo-F: 2.336, R2: 0.083, P<0.001; Figura 5). 

 

Además, A. varius y C. fitzingeri también difirieron entre sí (Pseudo-F= 8.08, R2 

=0.09, p= 0.001; Figura 8). En relación con la comparación entre A. varius y las muestras 

ambientales, A. varius difirió de la hojarasca (Pseudo-F=9.50, R2=0.10, p=0.001) y del 

suelo (Pseudo-F=7.80, R2=0.09, P=0.001); sin embargo, no se encontraron diferencias 

entre las muestras A. varius y las de agua (Psedo-F=3.08, R2= 0.04, p=0.006). 

Adicionalmente, se encontraron diferencias entre las muestras de la especie simpátrica C. 

fitzingeri y hojarasca (F=1.79, R2=0.06, p=0.002); C. fitzingeri y suelo (F=1.86, R2=0.08, 

p=0.001); por otro lado, y en contraste con A. varius, se encontraron diferencias entre C. 

fitzingeri y las muestras de agua (F=1.45, R2=0.10, p=0.039). De igual manera, se 

encontraron diferencias entre la hojarasca y el suelo (F=1.68, R2=0.06, p=0.001), Por 

último, se encontraron diferencia entre las muestras ambientales hojarasca y agua (F=1.39, 

R2=0.085, p=0.007); suelo y agua (F=1.21, R2=0.10, p=0.049).  
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Figura 8. Se muestran la variación en cuanto a la composición y estructura de las comunidades bacterianas en la piel de 
las especies simpátricas Atelopus varius y Craugastor fitzingeri. 
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 En relación con las bacterias potencialmente anti Bd, se encontraron diferencias en 

la 𝛼 diversidad de las bacterias (Riqueza de ASVs X2 = 12.899, P=0.011; Figura 9). Se 

determinó que la composición y estructura de la comunidad antimicrobiana en la piel de A. 

varius y difirió significativamente de la del sustrato (PERMANOVA: Bray-Curtis: Pseudo-

F= 6,812, R2 =0.198, p<0.001; Jaccard: Pseudo-F=4,732, R2=0.148, p<0.00; Figura 10).  

Se encontraron diferencias en la composición y estructura de la comunidad antimicrobiana 

variable sitio (PERMANOVA: Bray-Curtis: Pseudo-F= 3.325, R2=0.048, p<0.001; 

Jaccard: Pesudo-F=2,752, R2=0,04, p<0.001).  

 
Figura 9. El gráfico de violín muestra la densidad de probabilidad de Kernel en la riqueza de la comunidad bacteriana 
potencialmente anti-Bd entre los tipos de muestra.  
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 Figura 10. El análisis de coordenadas principales basada en la métrica de beta diversidad de Bray-Curtis. En esta 
ordinación cada punto pequeño representa una muestra única y los puntos grandes el centroide para el clúster de cada 
nivel presente en la variable tipo de muestra.  
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Los phyla más abundantes fueron actinobacteria, bacteroidetes, firmicutes 
proteobacterias (Figura 11). 

Figura 11. Abundancias relativas de los phyla bacterianas con potencial rol inhibitorio más abundantes en A. varius, la 
especie simpátrica Craugastor fitzingeri y sustrato circundante (hojarasca, suelo, agua) muestreados. 
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Se encontró que las cinco familias bacterianas más prominentes basadas en su abundancia 

relativa presente en la piel de A. varius fueron Comonadaceae 26.8 %, Chitinophagaceae 

20.2%, Enterobacteriaceae 9.3 % y Pseudomonadacea 8.0 % (Figura 12).  

 
 

 
Figura 12. Abundancias relativas de las familias bacterianas con potencial rol inhibitorio más abundantes en A. varius, 
la especie simpátrica Craugastor fitzingeri y sustrato circundante (hojarasca, suelo, agua) muestreadas en el Parque 
Nacional Santa Fe, provincia de Veraguas. 

0

25

50

75

100

Atelopus_varius

Craugastor_fitzingeri

Leaf_litter

Soil
Water

re
la

tiv
e 

ab
un

da
nc

e 
(%

)

f__Comamonadaceae

f__Chitinophagaceae

f__Enterobacteriaceae

f__Pseudomonadaceae

f__Moraxellaceae

Others



 42 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV. DISCUSIÓN 
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En este estudio se caracterizó la comunidad bacteriana asociada a la piel de A. 

varius y de la especie simpátrica C. fitzingeri, como también de muestras ambientales, con 

el fin de entender la ecología de estas comunidades microbianas y su posible interacción 

con Bd en poblaciones que actualmente coexisten con este patógeno. Los hallazgos 

demuestran que existe una baja prevalencia de infección por Bd en las tres poblaciones en 

donde se muestreó. En relación con la diversidad bacteriana en la piel de A. varius, no se 

encontró variación en la riqueza de ASVs con relación a variables como la temperatura 

corporal y estado de infección. Sin embargo, en cuanto la composición y estructura de estas 

comunidades se determinaron diferencias entre las poblaciones de estudio. 

Adicionalmente, los resultados muestran que A. varius presenta bacterias únicas con un rol 

potencialmente inhibitorio contra Bd, en comparación con C. fitzingeri y las muestras 

ambientales. 

 

 Estudios previos indican que A. varius continúa persistiendo en sitios donde 

ocurrieron mortandades masivas por quitridiomicosis a comienzos de los 2000 (Pérez et. 

al, 2014). De manera similar, nuestros resultados sugieren que las poblaciones de A. varius 

que se encuentran en la región de estudio y que potencialmente coexisten con Bd presentan 

una baja prevalencia de infección (12.86% en nuestro estudio). Sin embargo, la baja 

prevalencia observada puede ser debida, en parte, a la baja elevación en la que se 

encuentran nuestras poblaciones de estudio, en donde al menos dos de éstas están por 

debajo de los 200 msnm. Otro aspecto que podría explicar la baja prevalencia de infección 

observada es la variación estacional, dado que nuestro estudio solamente incluyó el final 
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de la estación lluviosa, en la cual las prevalencias Bd tiende a ser baja en la región de 

estudio (Macckafery et al., 2015; Lips et al., 2006). 

 

En este estudio no se encontró un efecto de la temperatura corporal y del estado de 

infección por Bd en la diversidad alfa de la comunidad bacteriana, y tampoco diferencias 

entre las poblaciones. Sin embargo, en una de las poblaciones de estudio (DB) observamos 

una reducción en la riqueza bacteria en los A. varius infectados, lo cual es consistente con 

el patrón observado en A. limosus reintroducidos a la naturaleza (Estrada et al., 2022).  

En relación con la variación observada en la composición y estructura de las 

comunidades bacterianas de la piel de A. varius, la misma no estuvo asociada a las 

infecciones por Bd. Esto es consistente con estudios realizados por Belden et al. (2015) en 

otras especies de anfibios encontradas en Panamá, incluyendo C. fitzingueri.  Por otra parte, 

encontramos diferencias claras de bacterias con posible rol inhibitorio en la piel de A. 

varius. Específicamente, entre las bacterias potencialmente anti-Bd identificadas en A. 

varius las familias Comanonadaceae, Chitinophagaceae, Enterobacteriacea y 

Pseudomonaceae fueron las dominantes.  

Estos resultados son sustentados por los hallazgos de Flechas et al. (2012) en donde 

se determinó que dos especies bacterianas de la familia Pseudomonaceae (P. tolaasii, y P. 

aeuriginosa), aisladas de tres especies de Atelopus de tierras bajas colombianas, tenían una 

alta capacidad inhibitoria de Bd (hasta un 64 % el crecimiento).  

Adicionalmente, un estudio previo utilizando cepas bacterianas del género 

Pseudomonas aisladas de la piel de anfibios muestreados en Panamá determinó que estas 

cepas podían inhibir el crecimiento de Bd hasta en un 100% (Becker et al., 2015). Por 
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último, y de modo general, estudios enfocados en entender la interacción entre las bacterias 

de la piel de anfibios y Bd indican que miembros de varias familias como, 

Comanonadaceae, así como de las familias Chitinophagaceae Pseudomoneacea, y 

Enterobacteriaceae tienen capacidades inhibitorias de Bd (Woodhams et al., 2015 y 

Rebollar et al., 2019), la cuales fueron identificadas en las A. varius muestreadas en este 

estudio. 

Los mecanismos que resultan en la variación de las comunidades bacterianas entre 

hospederos no son bien entendidos, sin embargo, pueden estar asociados a los reservorios 

ambientales, características propias del hospedero (e.g., perfil de péptidos 

antimicrobianos), y los taxones que componen el microbioma de la piel de los anfibios 

(Rebollar et al.,2020). En este estudio encontramos diferencias en la riqueza bacteriana, así 

como también en la composición y estructura, de la comunidad de bacterias put inhibitorias 

de Bd entre las poblaciones A. varius y los sustratos en donde fueron encontradas. Estos 

resultados sugieren que las bacterias simbióticas de la piel de A. varius son específicas, a 

tal punto que llegan a variar entre poblaciones. De manera similar, se ha determinado que 

existe variación en la composición de bacterias inhibitorias de Bd en diferentes especies de 

anfibios, incluyendo en Atelopus. Por ejemplo, además de determinar diferencias en la 

composición de la comunidad bacteriana en tres especies Atelopus, Flechas et al. (2012) 

demostró que algunas cepas inhibitorias de Bd mostraban especificidad al hospedero, en 

donde Pseudomonas tolaasii exhibió mayor capacidad inhibitoria en A. elgans, a diferencia 

de P. putida que presentó mayor capacidad inhibitoria en A. spurrelli. 
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De manera general, pudimos determinar que las bacterias más dominantes en la piel 

de A. varius a nivel de phylum fueron aquellas en los phyla Proteobacteria y 

Actinobacterias. Estos phyla poseen bacterias como las del género Pseudomonas y 

Actinobacter que poseen capacidades anti-microbianas, incluyendo en contra de Bd, 

mediante la producción de metabolitos secundarios (Becker et al., 2015). Sin embargo, a 

diferencia de estos estudios, en nuestra investigación no aislamos colonias de bacterias. 

Por lo que recomendamos que para posteriores estudios se incluyan ensayos de inhibición 

de Bd a partir de bacterias aisladas de la piel de las poblaciones de A. varius.  

Los factores que intervienen en la supervivencia de algunas poblaciones de anfibios 

aun no son bien comprendidos. De esta manera, estudios que buscan ampliar nuestro 

conocimiento sobre la ecología de las bacterias simbióticas de los anfibios a nivel local, y 

su rol en la persistencia de especies amenazadas, tal y como A. varius, frente al hongo Bd, 

son de suma importancia para contribuir a los planes de manejo y conservación de estas 

especies in situ y de programas de reintroducción. 
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V.  CONCLUSIONES 
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• Se determinó una baja prevalencia infección por Bd e individuos con cargas de 

infección moderadas en las poblaciones de estudios de A. varius. 

• No se determinaron diferencias en la riqueza bacteriana asociadas a la temperatura 

corporal de los individuos y el estado de infección por Bd; sin embargo, se encontró 

variación en la composición y estructura de la comunidad bacteriana asociada a la 

piel de A. varius a nivel de sitio. 

• A. varius presenta una composición de bacterias inhibitorias a Bd distintas en 

comparación del sustrato y la especie simpátrica C. fitzingeri en los sitios de 

estudios dentro del Parque Nacional Santa Fe. 
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VI. RECOMENDACIONES 
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• Se podría evaluar la composición y estructura genética de las poblaciones de A. 

varius, para conocer la variabilidad genética de estas poblaciones que se encuentran 

en el parque Nacional Santa Fe.  

• Caracterizar la comunidad bacteriana a partir de bacterias aisladas de la piel de A. 

varius.  

• Realizar ensayos para determinar bacterias con mayor actividad inhibitorias a Bd. 

• Realizar estudios enfocados en determinar la presencia de genes en la especie A. 

varius relacionados a la resistencia a infecciones por quítridio.  

• Caracterización molecular de genes bacterianos relacionados con la resistencia a 

Bd. 
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