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Resumen:  Batrachochytrium dendrobatidis es un hongo patégeno que causa
quitridiomicosis, una afeccién cutdnea que resulta en la reduccién de las poblaciones
de anuros en todo el mundo, debido a las fungalisinas, su factor de virulencia més
importante. Los mapas de B. dendrobatidis (http://www.bd-maps.net/) contienen la
informacidn sobre los aislamientos relacionados con B. dendrobatidis. Una alternativa
disponible para la reconstitucién de cepas de B. dendrobatidis es a partir de células
criopreservadas, los métodos para esto se basan en el protocolo de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE). Recientemente, gran parte del interés en la
investigacién de B. dendrobatidis se ha centrado en la secuenciacién de su ADN, se
encuentran disponibles los genomas de B. dendrobatidis JAM81 y B. dendrobaridis
JEL423. OBJETIVO. Evaluar una forma modificada del protocolo de la OIE para la
criopreservacion de cepas de B. dendrobatidis y el andlisis in silico de su fungalisina. Se
modificd el protocolo de la OIE utilizando la cepa de B. dendrobatidis EV001, enfocado
en los items de concentraciones de criopreservantes, antibidticos y recuperacion, desde
-80°C, y evaluacién de viabilidad microscdpica en agar hidrolizado con triptona y
gelatina. Ademds, se utilizé Bioinformdtica para la determinacién de caracteristicas
bioquimicas de la fungalisina de la cepa de B. dendrobatidis JAMSI. El protocolo
modificado de la OIE resulté util para la recuperacién de la viabilidad de la cepa B.
dendrobatidis EV001. La caracterizacidn de la fungalisina de B. dendrobatidis JAMS81
mostr6 un peso molecular de 85 kDa, punto isoeléctrico de 8,33 y estructura terciaria
caracteristica que indicé que la proteina es una metaloproteinasa, tiene un dominio
PepSY para la inhibicién de proteasas, y un dominio catalitico asociado a destruccion
de barreras proteicas.

Palabras clave:  Batrachochytrium dendrobatidis , anura, patdgeno, zoospora,
criopreservacion, fungalisina.
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Abstract:  Batrachochytrium dendrobatidis is a pathogenic fungus causing
chytridiomycosis, a cutaneous affection resulting in reduction on Anura populations
around the world, because of fungalysins, the most important virulence factor. The
B. dendrobatidis maps (http://www.bd-maps.net/) is the dataset of information about
the B. dendrobatidis -related isolates. An alternative available for reconstitution of B.
dendrobatidis strains from cryopreserved cells include methods relying on the World
Organization for Animal Health (OIE) protocol. Most recently, much of the interest
in the B. dendrobatidis research has focused on its DNA sequencing, especially B.
dendrobatidisJAM81 and B. dendrobatidis JEL423 genomes. OBJECTIVE. To evaluate
a modified form from OIE protocol for B. dendrobatidis strain criopreservation,
and in silico analysis of B. dendrobatidis fungalysin. OIE protocol was modified
using B. dendrobatidis EV001, focused on cryopreservant concentrations, antibiotics
and recovering to -80°C, and microscopic viability evaluation on Tryptone Gelatin
hydrolyzed agar, besides, Bioinformatics was used for the determination of biochemical
characteristics from a B. dendrobatidis JAM81 fungalysin. Modified OIE protocol was
useful by viability, recovering B. dendrobatidis EV001 strain. The characterization of
B. dendrobatidis JAMS81 fungalysin showed a molecular weight of 85 kDa, isoelectric
point of 8.33, and tertiary structure among others. This indicated that the protein is a
metalloproteinase, it has a PepSY domain for protease inhibition, and a catalytic domain
that destroy protein barriers.

Keywords: Batrachochytrium dendrobatidis , anura, pathogen, zoospore,
cryopreservation, fungalysin.
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1 Introduccién

Existen varias causas de reduccién de la poblacién de anfibios, entre
ellas el consumo comercial; las especies introducidas, el uso de la tierra,
los contaminantes, el cambio climdtico, y los patdgenos. Hay mas de
4.000 especies relacionadas con los anuranos; adicionalmente, las dreas
tropicales de América tienen una alta diversidad de anuranos (32% estdn
en Sudamérica). Por ejemplo, la region de Cali (Colombia) tiene un
alto indice de diversidad anurana (35 especies), el drea de Pichincha
(Ecuador) tiene una alta riqueza de especies anuranas (20 especies), y
la regién de Bolivar (Venezuela) report6 26 especies (Duellman, 1988).
Colombia tiene una riqueza de especies anuranas (Flechas y col., 2017;
Lynch, Ruiz-Carranza y Ardila-Robayo, 1997), pero hay mis de 50
especies amenazadas (Fisher y Garner, 2020; Sluijs y col., 2017; Rueda-
Almonacid, Lynch y Amézquita, 2004). Las enfermedades infecciosas
son uno de los factores que afectan el estado de los anuranos, y entre
ellas se encuentra la quitridiomicosis, una enfermedad causada por el
hongo Batrachochytrium dendrobatidis, que tiene efectos daninos en
ranas y sapos en todo el pais. B. dendrobatidis tiene afinidad con la
dermis queratinizada (Lindauer y col., 2019; Green, Gray y Miller, 2010;
Vredenburg y col., 2010; Berger y col, 1998) y parece afectar a los
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anuranos de acuerdo con las especies, la sintesis de alcaloides, o la relacién
entre la piel yla temperaturaambiental. B. dendrobatidis aumenta durante
el periodo de lluvia, pues los ecosistemas de agua estimulan la presencia
de patdgenos en el hospedador (Richmond vy col., 2009); por ejemplo,
se ha reportado la enfermedad en un total de seis dreas en Colombia:
Amazonas, Boyacd, Cauca, Cundinamarca, Narino y Valle del Cauca,
que tienen un clima tropical con poca variacién de temperatura y alta
humedad (Flechas y col., 2017; Visquez-Ochoa y col.,, 2012; Veldsquez y
col., 2008).

B. dendrobatidis consta de dos etapas: una etapa de zoospora que es
movil y flagelada, y que inicia la colonizacién en la piel de la rana. Una
vez dentro de un huésped, la zoospora puede desarrollar un tejido que se
convierte en un zoosporangio (o esporangio), que contiene la siguiente
generacién de esporas, renovando el ciclo. El zoosporangio prematuro estd
presente en las células viables que causan hiperqueratosis y alteracion del
equilibrio hidrico-electrolito, y el zoosporangio maduro predomina en los
estratos queratinizados exteriores. Los tubos de descarga se encuentran en
la superficie de la piel de larana, liberando zoosporas en el medio ambiente
(Rosenblum y col., 2010). El genoma de B. dendrobatidis tiene una alta
tasa de cambio en los linajes, promoviendo una evolucién patdgena:
la NPH (la nueva hipétesis del patdgeno) que se basa en un modelo
de propagacién invasor en nuevos ecosistemas o huéspedes, y LA EPH
(la hipétesis del patdgeno endémico), que se centra en la enfermedad
causada por B. dendrobatidis como consecuencia de una alteracién entre
patdégeno-anura-ambiente (Scheele y col., 2019; Rosenblum y col., 2009).

La Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) (OIE-World
Organization for Animal Health, 2012) describié el método de
crioconservacién de B. dendrobatidis, que se basa exclusivamente en el
cultivo de microorganismos para aumentar la concentracién de zoosporas
y zoosporangio; este consiste en el uso de 10% de dimetilsulféxido
(DMSO) y 10% de suero fetal bovino (FBS) a —80 #C. Durante
la descongelacion, los cultivos deben someterse a 43 #C, lactosa y
antibidticos.

La evidencia sugiere que la actividad enzimética de B. dendrobatidis
influye directamente en su grado de patogenicidad. La penetracién de B.
dendrobatidis en las células epidérmicas de la rana probablemente requiere
enzimas digestivas. Una cepa de referencia de B. dendrobatidis se cultiva
y se utiliza para producir proteasas, que degradan la caseina y la gelatina.
La informacidn sobre las bases genéticas e interacciones a nivel molecular
conducen a la expresion génica de proteasas de serina y metalopeptidasa
de fundalisina, dos genes relacionados con la patogénesis y que han sido
identificados en otros hongos (Rosenblum y col., 2010). B. dendrobatidis
sintetiza las fungalisina-metalopeptidasas, una clase de proteinas que son
esenciales para los microorganimos como T 7ichophyton sp.y Microsporum
sp. un gen de fungalisina-metalopeptidasas de B. dendrobatidis, que tiene
altos niveles de expresién en zoosporangios (McDonald y col., 2020;
Rosenblum y col., 2009). Este trabajo evaltia los cambios en el protocolo
de la OIE para la criopreservacion de B. dendrobatidis y la posterior
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recuperacion de este microorganismo, junto con la descripcién in silico
de su fungalisina.

2 Materiales y métodos
2.1 Cepa

Se utilizé la cepa B. dendrobatidis EV001, donada la por Universidad
de los Andes (Bogota-Colombia). B. dendrobatidis EVO01 representa la
primera cepa aislada en Colombia (de Ubaqué, Cundinamarca), que fue
recuperada de Rbeobates palmatus (Flechas y col., 2013). El medio de
cultivo utilizado de B. dendrobatidis corresponde auna mezclade triptona
y gelatina hidrolizada (TGH) (triptona al 1%, gelatina hidrolizada al
0,4%, agar al 1%). Se utilizé caldo de triptona al 1% para la produccién de
zoosporas, y se examinaron las células de B. dendrobatidis EV001 bajo un
microscopio, usando tincién azul de lactofenol y rojo Congo.

2.2 Criopreservacion de Batrachochytrium dendrobatidis

Se aplicdé un método modificado de conservacion de la OIE a B.
dendrobatidis EV001. Se diluyé una porcién de 2,0 ml de medio de
triptona de 1 semana de inoculado con B. dendrobatidis EV001,y 13 ml

de medio de triptona fresco en un matraz de cultivo celular de 25 cm’, y
se incub6 a temperatura ambiente durante 4 dias con agitacidn suave. Se
hizo un raspado de las paredes del matraz, luego se centrifugé el producto
a 1700 g durante 10 min. Se eliminé el sobrenadante, y se suspendié el
pellet en 0,6 ml de caldo de triptona que contenia DMSO al 10% vy se
congelé a —80 *C. Un mes después, el pellet congelado se colocé en bafio

de agua a 43 *C durante 30 s y se transfiri6 al medio TGh sin lactosa ni
antibiéticos. Se utilizd un diseno aleatorio con tres repeticiones.

2.3 Fungalisina para Batrachochytrium dendrobatidis

Se realiz6 un andlisis bioinformdtico del factor de virulencia
similar a la fungalisina utilizando la secuencia de aminoacidos
correspondiente del genoma de B. dendrobatidis JAM81 depositado en
el Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) (heep://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) (ID NCBI: XP 006675712.1). Se realizé
una comparacion entre la fungalisina para B. dendrobatidis JAM81
y la fungalisina para Aspergillus (Protein Data Bank ID: 4k90)
con Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Se
utilizé la herramienta ProtParam de ExPASy (http://www.expasy.org/)
para la descripcién tedrica de la fungalisina para B. dendrobatidis
(punto isoeléctrico, peso molecular, hidropaticidad, residuos positivos
e indice alifitico). Los dominios funcionales se determinaron
utilizando la base de datos de dominio conservado (CDD) de
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NCBL Se calculé un modelo tridimensional (3D) de la fungalisina
para B. dendrobatidis JAM81 mediante el modelado homolégico,
utilizando el modelo suizo (https://swissmodel.expasy.org/), el cual
fue sometido a su perfeccionamiento usando 3Drefine (http://
sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/index.html) y validado aplicando
QMEAN (https://swissmodel.expasy.org/qmean/). La figura se visualizé
utilizando Jmol (https://www.bioinformatics.org/firstglance/fgij/).

3. Resultados
3.1 Morfologia del B. dendrobatidis EV001

Se observé la viabilidad de B. dendrobatidis EV001 mediante el
crecimiento en el medio TGH vy sus estructuras morfoldgicas. B.
dendrobatidis EVO01 muestra colonias granulares y cremosas (Figura 1A).
De igual forma, se observa una morfologia parecida a una cacerola al usar
tincidn azul de lactofenol bajo el microscopio, lo cual es una caracteristica

de la quitridiomicosis (Figura 1B).

Morfologia macroscdpica y microscopica de B. dendrobatidis. (A) Colonias
granulares de B. dendrobatidis EV001 en medio TGH (flechas). (B) morfologia
tipo cacerola de B. dendrobatidis EVO01 (microscopia dptica en una lente
40x), normalmente tienen 10-40 um de didmetro (Berger y col., 2005).

Se cultivd el B. dendrobatidis EV001 en un medio de TGH con el
fin de determinar la morfologia de las zoosporas, zoosporangios, tubo de
descarga y rizoides (Figuras 2 y 3) para establecer los estadios de desarrollo

de B. dendrobatidis (Figura 4).
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Figura 2.
Morfologia de B. dendrobatidis EV001 en la TGH utilizando la tincidn rojo congo.
(A). Zoosporangio y tubo abierto de descarga de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja).
(B). Zoosporangio de B. dendrobatidis EV001 con tejido (flecha roja) y rizoides (flecha
verde). (C) Zoosporangio de B. dendrobatidis EV001 con tubo de descarga abierto (flecha
roja), que contiene celulosa y quitina, y un zoosporo (flecha verde). (D) Zoosporangio
inoperculado de B. dendrobatidis EVO01 (flecha roja). Microscopia éptica en una lente
100x. El zoosporangio normalmente tiene 10-40 um de didmetro (Berger y col., 2005).
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Figura 3.

Examen microscépico de montaje himedo de B. dendrobatidis EV001. (A) Zoosporangio
y zoosporas internas de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja). B) Zoosporangio con
dictiosomas de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja). (C) Zoosporangio y tubo de
descarga de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja). (D) Rizoide de B. dendrobatidis EV001
(flecha roja) (E) Zoosporangio de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja) (F) Plasmalema
y saculos interiores de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja). Microscopia éptica en una
lente 40x. Las zoosporas suelen tener de 0,7 2 6,0 um de didmetro (Berger y col., 2005).
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Figura 4.

Ciclo de vida de B. dendrobatidis EV001. (A) Zoosporas de B. dendrobatidis EV001 (flechas
rojas). B) Zoosporas de B. dendrobatidis EV001 que forman tejido (pre-quiste) (flecha roja).
C) Zoosporangio de B. dendrobatidis EV001 con tejido y rizoides. D) Plasmalema, siculos
y zoosporas de B. dendrobatidis EV001. (E) Zoosporangio de B. dendrobatidis EV001 antes
de la liberacién de zoosporas. Microscopia 6ptica en lentes 100x (A, B, C) y 40x (D, E).

3.2 Método de crioconservacién de B. dendrobatidis

El método de crioconservacién de B. dendrobatidis basado en el protocolo
de la OIE (OIE, 2012) fue modificado como se muestra en la Tabla 1.
Se confirmé la viabilidad de B. dendrobatidis EV001 en el medio TGh
(Figura S).
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CRIOPRESERVACION

Protocolo OIE Cambios
Tomar 2 ml de caldo de cultivo con crecimiento
activo (una semana). Afadir 13 ml de caldo nuevo
en un matraz de cultivo celular de 25 cm® ml. Incubar 3-4 dias. Los
cultivos deben tener una gran cantidad de Ninguno
zo0sporas activas y zoosporangio en el caldo.
Raspar las paredes del matraz de cultivo celular y centrifugar a
1700 g cada 10 min

El sobrenadante se inactivé con hipoclorito al 2,5%
(el sobrenadante contiene zoosporas activas)

Se utilizaron 0,6 ml de DMSO al 5% y al 10%, y no
se utilizo FBS. El proceso de congelacion se aplicd
a —80 °C durante un mes
DESCONGELAMIENTO

Vierta el sobrenadante

Suspenda el sedimento en 1 ml 10% DMSO y
10% FBS en caldo y congele.

Coloque los viales directamente del nitrégeno

liquido al agua (43 °C). Agite durante Ninguno

30 segundos.

Verter el contenido en el agar TGhL El contenido del vial se vierte directamente en el
complementado con lactosa (TGhL) medio TGH. No se utilizaron antibioticos ni

y antibidticos. lactosa.

Pipetee el crioprotector liguido sobre

. No se ha aplicado en este trabajo.
la muestra (en la placa de Petri). P !

Ponga 1 ml de solucidn salina débil (0,001 M Todo el proceso estd disefiado para ser lo mds
KH;POy4: 0.0001 M MgClj: 0.00002 M CaCly) cuidadoso posible y evitar riesgos de
en la muestra transferida e incube. Examine los contaminacion y reducir la cantidad de
cultivos durante 7-10 dias para ver si hay manipulacion necesaria hasta observar el
movimiento de zoosporas. crecimiento colonial.

Tabla 1.

Propuesta de modificacién del método de la OIE (OIE, 2012) dedicado a
la crioconservacion de B. dendrobatidis utilizando B. dendrobatidis EV001.
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Figura 5.

B. dendrobatidis EV001 después de la criopreservacion. A. Se observa el medio TGh
con colonias translucidas de B. dendrobatidis EV001 20 dias después de la descongelacion
(circulo rojo). B. Zoosporangio (flecha roja) y zoosporas (flecha amarilla) de B. dendrobatidis
EV001. C. Esporangio de B. dendrobatidis EV001 con tubo de descarga (flecha roja).

D. Azul de lactofenol, zoosporangio de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja), zoosporas
(flecha amarilla) (tincién de azul de lactofenol). Microscopia dptica en un lente 40x

3.3 Andlisis bioinformatico de la fungalisina

Segin el andlisis bioinformdtico, las predicciones muestran que la
fungalisina de B. dendrobatidis JAMS8] tiene una vida media superior a
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20 horas, un peso molecular de 85 kDa, un punto isoeléctrico de 8,33,
un indice alifatico de 59,68 (tiene una alta tolerancia a la temperatura,
similar a otras proteinas), y una hidropaticidad de -0.625 (proteina
hidréfila). La fungalisina de B. dendrobatidis se modelé utilizando una
fungalisina estdndar de Aspergillus como plantilla (PDB: 4k90) (Figura
6) (identidad: 40,75%, cobertura de consulta: 45%, valor E: 1E-82). El
modelo tedrico 3D corresponde a 368 residuos (46,8%) de Phe 237 a
Gly 604 (Figura 7). Los alfa-hélices en el modelo estan formados por
126 residuos (34,23%), 46 residuos con una conformacién beta-ldmina
(12,5%) y 196 residuos que forman bucles (53,26%). La sefial de EXXXD
se encuentra entre los residuos 407 y 411, y la sefial EXXXD se encuentra
entre los residuos 437 y 441. Sobre la base de los resultados de la CDD,
la fungalisina de B. dendrobatidis JAMS] tiene un dominio de PepSY
(propéptido peptidasa) que va de Ile164 a Val230, y la regién catalitica
estd entre los residuos Tyr239 y Ala590 (Ferndndez y col., 2013).
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Alineacién de secuencia de fungalisina de B. dendrobatidis JAM81 y fungalisina
de A. fumigatus. El nimero 1 representa la fungalisina de B. dendrobatidis JAMS1
y 4k90 corresponde a la secuencia de fungalisina de A. fumigatus. Los asteriscos
indican identidad, los dos puntos representan sustituciones conservadas y el punto
indica una sustitucién semiconservada. Los colores representan las caracteristicas de

aminodcidos segin la Omega Clustal (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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Figura 7.
Modelo 3D de fungalisina de B. dendrobatidis JAM81. Se indican los extremos N-
terminal (F237) y el residuo C-terminal G604 (flecha amarilla). Las flechas amarillas son

hojas beta y los tubos rosas son hélices. Se determinan dos dominios, el dominio LasB
(F237-Q304, flechas rojas) estd relacionado con las metaloproteasas dependientes del
zinc, y el dominio peptidasa M36 (Y239-A590, flechas verdes) es tipico de las fungalisinas.

4. Discusion
4.1 Morfologia de B. dendrobatidis EV001

La B. dendrobatidis tiene una primera etapa que consiste en una zoospora
flagelada que coloniza la piel de la anura. Posteriormente, las zoosporas
de B. dendrobatidis se convierten en talos esféricos que producen nuevas
zoosporas reproducidas asexualmente dentro de las células epidérmicas
de la piel de la rana, y luego se liberan zoosporas infecciosas en la
superficie de la piel (Greenberg y col,, 2017; Kilpatrick y col., 2010).
Es importante analizar este microorganismo en la medida en que sea
relevante para comprender los patégenos emergentes que se diseminan
ripidamente (cosmopolitas), ademds de su naturaleza agresiva hacia los
anuranos (Rosenblum y col.,, 2009). Las interacciones entre anuras y B.
dendrobatidis no se comprenden completamente (De Leén y col., 2019).

Cabe senalar que el zoosporangio de B. dendrobatidis tiene una
estructura refractiva y una abundante presencia de zoosporas en andlisis
de montaje himedo (Robinson y col., 2020; Berger y col,, 1998). Los
portaobjetos con azul de lactofenol eran similares a los portaobjetos
himedos. El azul de lactofenol es un agente de tincién a base de azul
metilico y lactofenol, el primer componente sirve como colorante de
quitina micdtica y el lactofenol (fenol, 4cido lactico, glicerol, agua) es
un medio de montaje (Leck, 1999). El rojo congo ha demostrado ser
una excelente herramienta para la identificacion de B. dendrobatidis,
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que actia de manera similar al azul de lactofenol al tedir la quitina
fngica (Slitkin y Cumbie, 1988). Las caracteristicas de B. dendrobatidis
EV001 corresponden a las observaciones hechas por expertos: presencia
de zoosporas, zoosporangio refractivo o tubo de descarga, entre otros
(Briggs y Burgin, 2004; Berger y col., 1998).

4.2 Método de crioconservacion de B. dendrobatidis

Al'mismo tiempo, se aplicaron analisis para la crioconservacién tales como
pruebas de practicas asépticas mediante técnicas como el almacenamiento
a temperatura criogénica con DMSO al 5%. Un mes después se llevd
a cabo el procedimiento de descongelacién utilizando el medio TGh.
Se determind que el agitado con el contenedor hacia abajo (tapa abajo)
fue positivo para el crecimiento de B. dendrobatidis EV001, junto con
los matraces de sellado de cultivo y su mantenimiento en condiciones
asépticas de laboratorio. Se evaluaron otros crioprotectores: 10% de leche
de la piel, 10% de DMSO con caldo TGhL y 10% de DMSO con
caldo TGhL y 10% de FBS. Estos ensayos se realizaron utilizando un
congelador a-80 °Cy nitrégeno liquido. La evaluacién destacé una mejor
recuperacién con DMSO y FBS a los 4-5 dias usando congelacion a -80
°C, resultado que fue similar para el nitrégeno liquido a los 7-14 dias
(Boyle y col., 2003).

Cabe destacar que no se emplearon antibidticos para evitar la
contaminacién microbiana, lo que reduce la seleccién artificial (Brem,
Parris y PadgettFlohr, 2013). Estos resultados a menudo se pueden
lograr con el uso estricto de condiciones asépticas que implican un
conjunto de seguridad bioldgica y la esterilizacién de material, entre otros
procedimientos. El medio de crecimiento también puede contaminarse
debido a la triptona, que es la mayor fuente nutricional de los
microorganismos. Por lo tanto, se observé contaminacién de Penicillium
sp. y Bacillus sp. en nuestro trabajo. Otros autores han descrito que
la manipulacién de B. dendrobatidis requiere un examen periédico
de matraces y viales para minimizar el impacto de las variables de
contaminacién, y que es necesario desarrollar un conjunto apropiado de
pasos (al menos cada 14-21 dias en agar, al menos cada 4-5 meses en caldo,
y almacenamiento a 4-6 #C) (Boyle y col., 2003). Se sugiere el uso de
lactosa (Flechas y col., 2012), sin embargo, no fue necesario en nuestro
estudio. El medio TGH es ideal porque la B. dendrobatidis crece mejor en
la triptona o en la leche peptonizada, y no requiere aztcares adicionales,
pues la B. dendrobatidis sintetiza las proteasas que pueden degradar la
caseina y la gelatina (Piotrowski, Annis y Longcore, 2004).

Por otra parte, la solucién salina débil sustituye al agua de los
estanques como medio natural de B. dendrobatidis (Boyle y col., 2003).
En este trabajo, se omitié una solucién salina débil sin efectos sobre
la recuperacién de B. dendrobatidis. Por lo tanto, se dice que cuando
se modifican las condiciones ambientales y fisicoquimicas para este
microorganismo, como se ha visto en los medios de cultivo, se pueden
producir cambios en el tamano del zoosporangio (Garcesy col., 2003). En
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cuanto a las observaciones de los estadios del ciclo de B. dendrobatidis, se
observé una formacion de zoosporangio joven (proceso de germinacion),
que se puede determinar en el tubo de descarga en caldo de triptona al 1%
relacionado con la humedad paralaliberacién de zoosporas; los tubos mas
largos se pueden observar en medios liquidos, sin embargo, la liberacién
de zoosporas debe ocurrir en medios sélidos con apariencia vacia.

Los requisitos de zoosporangio en la piel de la rana pueden ser variables
e impredecibles en la ocurrencia, sin embargo, B. dendrobatidis puede
ser viable usando caldo de triptona al 1%, y se pueden observar sus
rizoides con rojo congo (Berger y col,, 2005). Este enfoque puede ser
particularmente eficaz para laboratorios méis pequenos, especialmente
aquellos con recursos limitados, y puede ser muy til en el estudio de B.
dendrobatidis si se aplican buenas practicas de microbiologia.

4.3 El andlisis bioinformatico de la fungalisina

Los genes relacionados de la fungalisina de B. dendrobatidis
(aproximadamente 25) se expresan principalmente en el zoosporangio
(76%) y sélo un pequefio porcentaje se expresa en lazoospora (Rosenblum
y col.,, 2008). Se ha descrito la estructura experimental 3D de una
fungalisina de A. fumigatus (AfuMep) y se han encontrado pardmetros
relevantes para estos factores de virulencia, tales como presencia de
propéptidos que eliminan las proteasas huéspedes (residuos 19-245), y
el dominio catalitico C-terminal (residuos 245-634) que degradan las
proteinas de la matriz extracelular (elastina y coldgeno). Se encontré
que la fungalisina pertenece a las metaloproteasas de zinc M36. En este
articulo se describe la fungalisina como una proteina no glicosilada de 68
kDa que contiene una sefial catalitica HEXXH para el reconocimiento de
dtomos de zinc, que implica 12 alfa-hélices (35%) y 22 hojas beta (12%).

La fungalisina de B. dendrobatidis JAM81 cumple con los requisitos
de la familia M36 relativos al peso molecular (85 kDa), la eliminacién
de hélices y laminas, la sefial metaloproteasa HEXXH, y un residuo de
arginina (470), considerado como ¢l elemento importante en el plegado, y
laactividad catalitica de esta enzima, porque las elastasas y las termolisinas
tienen un ion de calcio cerca del ion de zinc (16 A) del sitio catalitico
y tienen la capacidad de proteger la enzima de la autolisis. La AfuMep
y la fungalisina de B. dendrobatidis JAMS1 tienen una arginina 470 que
protege estos factores de virulencia (Ferndndez y col., 2013).

Los mecanismos que subyacen al proceso de la quitridiomicosis no
estin completamente claros, sin embargo, se han presentado varias
hipdtesis (Berger y col, 2005). La susceptibilidad de la rana a B.
dendrobatidis esta relacionada con la forma en que los anfibios toman su
agua directamente a través de la piel, preservando la homeostasis animal,
y reflejando el hecho de que la B. dendrobatidis inhibe los canales de
sodio que estdn relacionados con la quitridiomicosis. Se determiné que
la rana transporta sodio al plasma, por lo que los canales epiteliales de
sodio y su influencia en los rifnones de anfibios son importantes en este
proceso, y existe un deterioro de la funcién cardiaca antes de la muerte
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(Campbelly col., 2012). El B. dendrobatidis es un patdgeno no especifico,
y no afecta a todas las especies de anfibios por igual (Strauss y Smith, 2013)
posiblemente debido al microbiota cutaneo o péptidos antimicrobianos,
y podria desempefar un papel importante en la defensa contra los hongos
(Flechas y col., 2013, Berger y col., 1999). El B. dendrobatidis tiene
hospederos y reservorios alternativos como nematodos y cangrejos de rio,
pero las infecciones en otros vertebrados no son letales (Rosenblum y col.,
2010, Strauss y Smith, 2013).

S Conclusion

Este trabajo muestra una descripcion de B. dendrobatidis EV001 como
introduccién a un método de criopreservacion modificado, que seria una
contribucidn significativa para los laboratorios centrados en esta drea; de
igual forma, se aflade un modelo tedrico de fungalisina como contribucién
para comprender los factores de virulencia de este patégeno de anura.
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