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RESUMEN

Actualmente, los anfibios han experimentado pérdidas de poblacién en todo el
mundo por enfermedades infecciosas como la quitridiomicosis. El siguiente
estudio se enfoco en hallar la presencia de Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)
y Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) en anfibios en cautiverio y de
campo. El muestreo se realiz6 mediante hisopados de piel en animales vivos y
en los animales muertos se realizo la extraccion de diferentes tejidos como: piel,
cavidad oral, tejido de extremidades. Se realiz6 la extraccion de ADN y se hizo
el disefio y la estandarizacion de dos ensayos de PCR en tiempo real para cada
hongo usando: primers para Bd forward CCTTGATATAATACAGTGTGCCATA-
TGTC, reverse GCATTTCGCTGCGTTCTTCA, y sonda [FAM]TTGACAACG-
GATCTCTTGGCTCTCGCAA y para Bsal primers forward ATCTCCCCCTCTT-
CATCCCTAA, reverse CATCGAATCTTTGAACGCACATTG y sonda [HEX]CTA-
TTGATTCTCAAACAGGCATACTCTACA. Se  utiliz6 un protocolo de
desnaturalizacion a 95°C por 2 minutos, alineamiento y extension a 63°C por 15
segundos por un total de 45 ciclos. Se procesaron 126 muestras de 47 animales,
dando como resultado 14 animales positivos para Bd y 9 positivos para Bsal,
siendo las especies mas afectadas Gastrotheca riobambae y Gastrotheca
orophylax, lo que confirma la presencia de la infeccidn en especies nativas y en
una especie exotica Ambystoma mexicanum. Los resultados indican una alta
frecuencia del 30% de infeccion por Bd en los centros de conservacion de
anfibios de Quito. Al obtener resultados positivos para Bsal con el 19% de
frecuencia, se puede confirmar como uno de los primeros hallazgos de la
infeccidon en América del Sur, lo que indica la importancia del control en el
comercio de especies silvestres y reafirma la necesidad de continuar con la
investigacion de estos patdgenos en poblaciones de diferentes biorregiones e

instituciones de conservacién del pais.



ABSTRACT

Nowadays, amphibians have experimented significant loss of their population
worldwide due to infectious diseases such as chytridiomycosis. This study is
focused in finding the presence of Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) and
Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) in captive and wild amphibians.
Sampling was made by taking swabs of skin in live animals and tissue extraction
of skin, oral cavity and libs from death specimens. A DNA extraction was made
and a real time PCR assay was developed each fungus species using:
primers for Bd forward CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC,
reverse GCATTTCGCTGCGTTCTTCA and [FAM]TTGACAACGGATCTCTT-
GGCTCTCGCAA. For Bsal primers forwmard ATCTCCCCCTCTTCATCCCTAA,
reverse CATCGAATCTTTGAACGCACATTG and [HEX]CTATTGATTCTCAA-
ACAGGCATACTCTACA. The protocol used was a 95°C denaturalization for two
minutes, lining and extension at 63°C for 15 seconds in a total of 45 cycles. 126
samples were processed from 47 animals, giving as a result 14 positive animals
for Bd and 9 for Bsal, the more affected species were Gastrotheca riobambae
and Gastrotheca orophylax, which confirms the presence of this pathogen in
native species and also one exotic species, Ambystoma mexicanum. Results
indicate a high frequency of 30% of the Bd infection in amphibian conservation
centres of Quito. Obtaining positive results for Bsal with 19% of frequency proves
to be one of the firsts findings of this infection in South America, which indicates
the importance of control in terms of the commercialization of wild species and
reaffirms the need to continue investigating these pathogens in different

populations of variable regions and conservation institutions around the country.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

La quitridiomicosis es una de las enfermedades infecciosas panzodticas mas
letales que se encuentra afectando a las especies de anfibios (Anura, Caudata,
Gymnophiona). En los ultimos afios se describe que ha atacado a mas del 90%
de poblaciones de anfibios lo que ha causado la pérdida de poblaciones vy
extinciones de algunas especies (Asamblea de delegados World Organisation
for Animal Health, 2012). El hongo Batrachochytrium se encuentra dentro del
estudio realizado por GISP (Global Invasive Species Programme) determinando
que se encuentra dentro del grupo de especies exoticas invasivas mas
perjudiciales del mundo (Lowe, S. 2004). Segun un estudio realizado por la
Universidad Auténoma de Australia esta enfermedad ha tenido grandes
repercusiones en todo el mundo, siendo Sudamérica el continente mas afectado
ya que es considerado el mas importante en diversidad de anfibios, sobre todo
en ranas (Scheele et al., 2019). Existen dos especies de quitridos letales que
causan esta infeccidn Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) y Batrachochytrium
salamandrivorans (Bsal), afectando especialmente a los anfibios que se
encuentran en zonas montafosas. En América Latina no se ha reportado la
presencia de Bsal, pero se teme que si es introducida devastara a las
comunidades de urodelos y podria tener graves impactos ecologicos y
econdmicos, incluida la posible extincién de especies (Martel et al., 2018) a

diferencia de Bd que se encuentra presente en los cinco continentes.

Ecuador se encuentra dentro de la lista de paises Latinoamericanos mas
afectados por la perdida y extincion de anfibios, llegando a ubicarse en la tercera
posicion en el mundo con un gran numero de especies amenazadas. La pérdida
de las poblaciones de anfibios en el pais se ha reportado desde principios de la

década de 1990 (Coloma, 1995) y la evidencia de investigaciones sugiere que



las familias de al menos 25 especies de anuros pueden haber disminuido (Ron
et al., 2003).

Anos atras se utilizaban técnicas como el examen histologico e
inmunohistoquimica para la deteccién de la infeccién por Batrachochytrium
mediante los digitos de los miembros de los individuos (Berger et al., 2002) pero
estos métodos son invasivos especialmente en las primeras etapas de desarrollo
de la enfermedad. Con el pasar de los afos se han ido desarrollando pruebas
diagnosticas mas especificas mediante técnicas moleculares como la PCR
donde se amplifican las regiones ITS-1/ITS-2 para hallar la presencia o ausencia
de este hongo. Como lo menciona Boyle et al, (2004) implemento un ensayo de
PCR en tiempo real (QPCR) para cuantificar e identificar con mejor precision el
ADN o las zoosporas en una muestra de tejido o mediante swabs facilitando
encontrar al quitrido, tanto en poblaciones en cautiverio como de campo, siendo

la técnica menos invasiva con mas especificidad y sensibilidad.

El presente estudio tuvo como finalidad la detecciéon de los hongos Bd y Bsal
mediante el disefio y la estandarizacion de ensayos especificos de PCR en
tiempo real en dos centros de conservacion de anfibios de la ciudad de Quito,
para determinar la frecuencia de infeccion de Bd y la presencia de Bsal este
hongo no ha sido reportado en América del Sur. De esta manera se pudo
evidenciar la importancia en mejorar el control en el comercio ilegal de especies

silvestres y fomentar al cuidado de la biodiversidad del pais.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Detectar mediante PCR en tiempo real la presencia de Bd y Bsal en muestras de
tejidos e hisopados de piel de anfibios de dos centros de conservacién de Quito,

para estimar la frecuencia de quitridiomicosis.

1.1.2 Objetivos especificos

Disefar y Estandarizar dos ensayos de PCR en tiempo real para detectar la
presencia del ADN de Bd y Bsal en los laboratorios de la Universidad de las

Américas.

Estimar la frecuencia de la infeccion de Bd en anfibios de dos centros de

conservacion de Quito mediante la técnica de PCR en tiempo real.

Determinar la presencia de Bsal mediante la técnica de PCR en tiempo real en
los distintos anfibios de dos centros de conservacion de Quito para hallar la

infeccidn en caudatas.

1.2 Hipbtesis

Los anfibios que se encuentran en centros de conservacién de anfibios en

Quito presentan quitridiomicosis.



2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Quitridiomicosis

La quitridiomicosis es la causa de la mayor perdida en poblaciones de anfibios
porque ataca directamente a la piel. Estos poseen capilares en la dermis y
epidermis, lo que les permite respirar, ser termorreguladores vy
osmorreguladores, convirtiéndolos en seres susceptibles a la contaminacion, a
la prolongacion de luz e infecciones cutaneas (Ramirez, 2013). Uno de los
sintomas mas evidentes que esta enfermedad causa es el engrosamiento de la
piel (hiperqueratosis) llegando a causar un desbalance osmatico en sus sales

minerales y el agua en la sangre.

Este proceso causado por los hongos Bd y Bsal pueden llegar a interrumpir la
respiracion de la piel, puesto que alli se situan los zoosporangios llegando a
causar un fallo cardiaco llevandolos a la muerte. Otro de los sintomas que
provoca es la hiperplasia llegando a bloquear el intercambio de gases. El hongo
produce toxinas que paralizan los glébulos blancos causando apoptosis,
alterando la respuesta inmunitaria y causando la muerte inminente. También es
evidente observar ulceras, erosion del estrato corneo de la piel, necrosis focal,
edema, anorexia, posturas anormales (Mendoza-Almeralla, Burrowes, & Parra-
Olea, 2015).

2.1.1 Especies susceptibles

Se conoce que Bd se encuentra en los 6 continentes en catorce familias de
anfibios y mas de 300 especies. Bd ataca ranas, sapos y cecilias, mientras que
Bsal afecta principalmente a salamandras y tritones, pero se conoce que el orden
de Anura también puede llegar a presentar Bsal y ser reservorio. Este patégeno



llega a ser letal en todas las etapas del hospedador desde larvas, metomorfos y
adultos, aunque no se ha detectado que afecte a los huevos (Asamblea de
delegados World Organisation for Animal Health, 2012). Varios estudios han
demostrado que algunas especies pueden llegar a ser reservorios de la infeccion
siendo asintomaticos sobreviviendo en el medio o en especies simpatricas. Bd
se ha llegado a considerar una amenaza para mas del 95% de especies de

anfibios que se encuentran en peligro critico de extincion.

2.2 Caracteristicas biolégicas

2.2.1 Clasificacion taxonémica

Reino: Fungi

Division: Chytridiomycota
Clase: Chytridiomycetes
Orden: Rhizophydiales
Familia: Incertae sedis
Género: Batrachochytrium

Especie: Batrachochytrium dendrobatidis / Batrachochytrium salamandrivorans
(Martel, 2017).

2.2.2 Morfologia

En el reino Fungi los quitridos estan compuesto por esporas flageladas que
contienen una red de rizoides, paredes lisas y esporangios como se muestra en
la figura 1. Las zoosporas esféricas miden entre 3 - 5um de didmetro, su cuerpo

es alargado-ovoidal con un flagelo de 19 - 20pm de largo. En el periodo de



infestacion la zoospora llega a enquistarse y el flagelo se reabsorbe llegando a
formar parte de la pared (Ramirez, 2013), los rizoides empiezan a desarrollarse
hasta llegar a ser zoosporangios jovenes. Cuando el talo crece el citoplasma
llega a tener varios nucleos por divisiones mitoticas hasta que se convierten en

zoosporangios maduros.

Chytrid fungus (8. hoch di
> e ralaaci

Figura 1. Morfologia del hongo Batrachochytrium. Tomado de

trilobiteglassworks®©.

2.2.3 Ciclo de Vida

Este hongo presenta dos fases en su ciclo de vida:

a) Fase sésil donde se encuentra el talo inmévil monocéntrico que se convierte
en un zoosporangio inoperculado para su reproduccion asexual, el cual crece

en la capa mas superficial de la piel en la parte queratinizada.


https://trilobiteglassworks.deviantart.com/

b) Fase mévil compuesta por la zoospora uniflagelada con poco tiempo de vida
y es guiada por el agua para su expansiéon maxima en 24 horas llegando a la
piel de los adultos y a la parte bucal de los renacuajos (Fig. 2) (Velasquez,
2014).

Amphibian chytrid lifecycle

Spores burrow
¢ into skin and
Spores swim 1 develop into thallus
towards frogs p

>

Infected Atelopus
usually die in 120

Spores released ; Y

after 4-5 days "5 r277 . Mature fungus
develops in to
sporangium

Figura 2. Ciclo de vida Bd. Tomado de Rosenblum et al.,
20100.

2.2.4 Habitat

La supervivencia de Bd se asocia a los cambios de temperatura llegando
adaptarse a climas frios de hasta 4°C, y en temperaturas altas puede llegar a
soportar los 25°C y un pH de 6 — 7 (Velasquez, 2014). Por otro lado, Bsal se
adapta a temperaturas entre los 10° y 15°C una mayor temperatura causa su
muerte inmediata. (EQUIPO SOS ANFIBIOS GUADARRAMA, 2015). Estos
hongos no tienen la capacidad para soportar la desecacion por lo que necesitan

siempre de humedad, las zonas tropicales son Optimas para su supervivencia.



En varios estudios se ha encontrado que la interaccidon entre el huésped vy el
patdgeno puede ser afectado por las cambios ambientales, por lo que se ha
detectado que la mayor carga del patégeno en el organismo se encuentra

durante el invierno (Velasquez, 2014).

2.2.5 Organos y Tejidos infectados

La piel es el 6érgano predisponente a ser atacado por este hongo ya que el papel
de este quitrido es descomponer quitina, queratina, celulosa y hemicelulosa
(Ramirez, 2013). Se puede observar la muda excesiva de piel en la superficie
epidérmica de cavidad celdomica, extremidades y cavidad bucal (Asamblea de
delegados World Organisation for Animal Health, 2012), también se pueden
encontrar eritema, manchas oscuras en la zona dorsal, inflamacién en la zona

ventral del cuerpo y en las falanges (Anexo 4).

Figura 3. Lesiones de quitridiomicosis A) Necrosis focal
en caudata en zona dorsal. B) Inflamacion y destruccién
de queratina en miembro anterior izquierdo. C) Zona
eritematosa en cavidad ventral. D) Muerte de renacuajo
por lesiones a nivel bucal. Tomado de Stephen J. Price et
alo.



2.3 Linajes de Batrachochytrium

2.3.1 Distribucién Mundial de Linajes de Bd

El Bd ha sido documentado en seis regiones a lo largo de la década: América
Central (1970), Australia (1970 — 1990), América del Sur (1970 — 1980), Las Islas
del Caribe (2000), América del Norte (1980 — 1990) y la Peninsula Ibérica (1990).
Existen distintos linajes de Bd como: Bd GLP (linaje panzodtico global), Bd CAPE
(africano), Bd CH (europeo)/Bd ASIA-1 (reciente hallazgo en anfibios nativos de
la peninsula coreana), Bd BRASIL/ Bd ASIA-2 (de ranas toro invasoras de
América del Norte en Corea) (Fig. 4). Se conocia que Bd CH era enzodtico para
Suiza, pero recientemente se lo asocia con Bd ASIA-1. Se analizo un segundo
linaje relacionado a Bd ASIA2 de ranas toro provenientes de América del Norte
en Corea y esta estrechamente relacionado con Bd Brasil. Por lo cual se
establece que los principales linajes divergentes son Bd GLP, Bd CAPE, Bd
ASIA-1 (incluyendo a Bd CH) y Bd ASIA-2/Bs Brasil (O’Hanlon et al., 2018).

En los distintos estudios se evidencia que la mayoria de los anfibios que
presentan la enfermedad provienen de Corea del Sur o de comercios ilegales de
mascotas de Bélgica, lo que demuestra que la peninsula coreana es un centro
global de Bd y que Asia oriental puede tener la poblacion ancestral (O’Hanlon et
al.,, 2018). Se realizo un agrupamiento de haplotipos basado en estudios
bayesianos y como resultado se obtuvo que Bd ASIA-1 comparte diversidad con
la poblacién mundial de Bd. Llegando a considerar que la expansién de Bd GLP
fue en siglo XX concordando con la expansion global de anfibios comercializados
evidenciado el rotundo descuido en la bioseguridad internacional a pesar de la
inclusion de Bd en la lista de la OIE en el 2008.
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Figura 4. Distribucién Mundial de Linajes de Bd. A) Distribucion de la
diversidad de linajes en cada continente: Asia (Bd ASIA-1, Bd ASIA2/Bd
Brasil, Bd GPL), América del Sur (Bd ASIA-2/Bd Brasil, Bd GPL), Africa
(Bd CAPE, Bd GPL), Europa (Bd CAPE, Bd GPL), América del Norte (Bd
GPL) y Australia (Bd GPL). B) Representacién radial de los cuatro
principales linajes divergente de Bd: Bd ASIA-1, Bd ASIA-2/ Bs Brasil, Bd
CAPE y Bd GLP. Tomado de O’Hanlon et al., 2018.
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2.3.2 Virulencia de los Linajes de Bd

La gran variedad genotipica de los patdogenos esta asociada con la
diversificaciéon de los rasgos del huésped, y es medida con su capacidad de
infectar al huésped y causar la infeccion (O’Hanlon et al., 2018). En un
experimento se comprobd que las larvas son altamente sensibles a la infeccion,
pero no mueren antes de la metamorfosis, al contrario que los juveniles pos-
metamorficos son susceptibles a la infeccion mortal. Se evidencio que los
renacuajos son mas sensibles a Bd GPL y Bd ASIA-1 que a Bd CAPE y Bd CH.

En las pruebas de virulencia se detecta que los linajes Bd GPL y Bd CAPE
pueden llegar a producir casos mas graves y fatales estos presentaron un exceso
significativo del <0.05 en comparacion con Bd ASIA-1 y Bd ASIA-2/Bd BRASIL.

2.3.3 Origen de Batrachochytrium Dendrobatidis

El foco de infeccidn a nivel mundial por quitridiomicosis llega a su punto maximo
en la década de 1980, después de 18 anos que se descubre la enfermedad,
causada por el hongo Batrachochytrium dendrobatidis, llegando a ser una de las
mayores amenazas para las distintas especies de anfibios (Asamblea de
delegados World Organisation for Animal Health, 2012). Existen diversas teorias
sobre el origen de Bd donde se menciona de forma similar que los principales
lugares de procedencia son Africa, América y Asia (Fig. 5), en la siguiente
investigacion se describen los principales continentes donde existe la mayor
prevalencia de la enfermedad desde el siglo XX y del cual se han encontrado y

estudiado los principales linajes de Bd en las distintas especies.
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Un estudio realizado por la Universidad North-West de Sudafrica encontré que
el primer anfibio positivo a quitridiomicosis fue una Xenopus laevis en 1938
hallada en las tierras bajas del Cabo Occidental (Weldon, Preez, Hyatt, Muller, &
Speare, 2004). En los diferentes resultados se hallaron especimenes positivos
de todas las regiones del sur de Africa en 1973 lo que indica que la infeccién se
encontraba distribuida en el Cabo Occidental, Cabo del Norte, el Estado Libre,
Kwazulu-Natal, Cabo Oriental y Swazilandia. Una de las teorias mas acertadas
para que inicie su propagacion a nivel mundial es el comercio ilegal de especies

silvestres dejando que el hongo se distribuya rapidamente y sea omnipresente.

En la investigacion mas reciente publicada por la revista Science se realizé un
muestreo con anfibios positivos a Bd de todos los continentes, con la secuencia
gendmica completa de 177 aislamientos a gran profundidad, combinando
genomas de estudios previos generando un representante global con un panel
de 234 aislamientos. Dando como resultado al endemismo de Bd en Asia del
cual se han originado multiples linajes. El linaje mas representativo es Bd GLP
quien tuvo su expansion a principios del siglo XX infectando a mas de 700
especies de anfibios. Confirmando que la infeccion panzodtica fungica
emergente en los anfibios es causada por linajes antiguos de filogeografia
patdgena que se va expandiendo a medida que el comercio mundial avanza sin
restricciones a varias regiones infectando a nuevas especies generando nuevos

brotes.

2.3.4 Origen de Batrachochytrium Salamandrivorans

Bsal fue descubierto en el afio 2013 debido a la disminucién significativa en
poblaciones de salamandras de fuego en los Paises Bajos (Fig. 5). La
Universidad de Gante realizo una investigacién mediante gPCR en muestras de
hisopados de piel de 5391 individuos de cuatro continentes, dando como
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resultado el hallazgo de salamandras como principales hospedadores de Bsal
(Cynos pyrrhogaste, Cynops cuanurus y Paramesotriton deloustali),
provenientes de Asia y Europa (Cantera, 2015). Mediante el estudio se logré
determinar por estimaciones bayesianas que Bsal divergié del mismo phylum y
orden de Bd en el periodo Cretéacico tardio donde su reservorio evoluciono de los
tritones asiaticos lo que nos sugiere que Asia (Vietnam, Japon y Tailandia) ha
sido un reservorio natural durante los ultimos 30 millones de afos (Farrer, 2019).
Por esto se determina que la expansion de Bsal esta relacionada con el comercio
internacional de mascotas (salamandras y tritones) donde coleccionistas las
utilizan para participar en eventos de terrariofilia. Se estima que desde el afio
2001 hasta el 2009 se importaron mas de 2,3 millones de tritones de fuego desde
China a EEUU, sin mencionar el comercio ilegal de estas especies, situacién que

representa un riesgo potencial (Cantera, 2015).

Decline >90% (species/country) Bd lineage (’:.

@ >0 Q1 @GPL  ® ASIA3 @ Recombinant

@ ASIA1  © ASIA-2/BRAZIL
.~
@ 59 (¥ Bsal OCAPE © CH

Figura 5. Distribucion Mundial de Bd y Bsal. Se pueden observar las
disminuciones que coinciden con el estudio de Scheele et al. Con la declinacion
extrema >90% de anfibios perdidos; y se confirma la extincion de varias especies
en el medio silvestre segun la lista de la Union Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza. Tomado de Fisher & Garner., 2020.
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24 PCR en Tiempo Real

PCR conocida como reaccién en cadena de polimerasa es considerado uno de
los métodos diagndsticos con mayor sensibilidad para hallar ADN especifico en
tiempo real a partir de cantidades reducidas de la region de interés que es
amplificada hasta un billon de veces en sentido 5’ — 3’ dependiendo de la doble
cadena de ADN. Es una técnica cuantitativa que posee alta especificidad, un
amplio rango de deteccion, y una rapida observacion de resultados, existen
distintos métodos que se basan en utilizar otra parte de ADN (sonda) que se
ajusta a un fragmento intermedio de la molécula de ADN que se desea amplificar
(Ramirez, 2013). Se utiliza un termociclador que sea capaz de percibir las
manifestaciones fluorescentes para evaluar el progreso de la amplificacién, es
necesario que cuente con un hardware y software para la lectura de los
resultados (Barrera Cubillos et al., 2016). Los principales elementos para realizar
esta técnica son el molde (ADN), enzima, primers (oligonucleétidos), dNTPs
(desoxirribonucleodtidos trifosfatados), ion magnesio (Mg +), buffer, agua y
fluoréforos que se adaptan al ADN o sondas especificas para fragmentos de
ADN (sondas de hibridacion, hidrélisis y horquilla). Estos elementos interactuan

en tres fases: desnaturalizacion, hibridacion y extension.

La PCR en tiempo real se ha visto implicada en muchas de las investigaciones
cientificas, actualmente es una de las herramientas mas usadas para el
diagnostico de bacterias, hongos, virus y patégenos por presentar mayor

sensibilidad y especificidad en un infimo tiempo.

Reaccion en cadena polimerasa multiple es una técnica variada de la PCR punto
final que se usa para amplificar varios fragmentos de ADN simultaneamente,

usando multiples pares de cebadores en una mezcla de reaccion, los cuales
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deben ser disefiados para trabajar a la misma temperatura de hibridacién durante
la PCR para que sean separados y observados mediante electroforesis en gel o

sondas con mayor especificidad (Guest, 2017).

2.41 Elementos quimicos

El principal componente es el ADN, seguido de la enzima conocida como Taq
ADN polimerasa que proviene de la bacteria Thermus aquaticus la cual soporta
temperaturas elevadas. Otro elemento importante son los primers o cebadores
secuencias de oligonucleétidos que escoltan y delimitan el molde que va a ser
amplificado, normalmente su tamafo va entre los 15 — 25 pares de bases. Los
primers son dos secuencias conocidas como “forward” y “reverse” ambas
disefiadas para combinar con el modelo y las cadenas de ADN puedan ser
desplegadas por la enzima. Por otro lado, desoxirribonucledtidos trifosfatos son
las bases nitrogenadas que generan las nuevas cadenas de ADN conjuntamente
con la enzima (Aguilera et al., 2015). Para la amplificacion del ADN durante la
PCR se utilizan dos tipos de fluor6foros: a) con afinidad por el ADN o b) sondas

especificas para regiones del ADN.

2.4.2 Fases de la PCR

a) Desnaturalizacion

En la primera fase la doble cadena de ADN es sometida a una temperatura de
95° C durante 20 a 30 seg. esto puede variar dependiendo de la secuencia del
molde y la velocidad. Al final se obtendra dos cadenas separadas de ADN que
seran el molde para realizar el siguiente paso (Hammer, Ronen, & Kohen-Vacs,
2010).
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b) Hibridacién

En la segunda fase los cebadores se alinean desde el extremo 3’ del molde
separado y combinan su secuencia complementaria para formar el complejo
molde-primers es de suma importancia que la temperatura melting se encuentre
entre los 50 — 60°C para tener estabilidad y especificidad eficiente (Hammer et
al., 2010). En este estudio se utilizd una sonda especifica TagMan la cual indica
que mientras no haya unién de la sonda con la regién especifica, no habra

amplificacion ni se emitira la sefial de fluorescencia.

c) Extension

En la ultima fase la enzima actua en el complejo molde-cebadores donde se dara
inicio la catalisis a una rapida velocidad, se agregan desoxirribonucleétidos
trifosfatos complementarios para generar hebras completas de ADN con una
direccion de 5’ a 3'. Para esta fase es necesaria una temperatura de 72°C. Al
finalizar el ciclo se deben obtener amplicones del tamano seleccionado (Hammer
et al., 2010).

Cabe recalcar que la gPCR identifica y cuantifica las secuencias especificas del
ADN seleccionado por medio de las sondas. Da a conocer la cantidad de acido
desoxirribonucleico en la muestra ayudando a ser inspeccionado mediante
transcurre la reaccion sin necesidad de usar gel de agarosa a diferencia de la
PCR punto final. Actualmente este es el método mas sensible de deteccion de

acidos nucleicos con una alta especificidad.
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2.5 Situacion actual

Uno de los principales declives en la conservacion de fauna silvestre es la falta
de informacidn sobre el creciente numero de anfibios afectados y el efecto en la
flora y fauna que causa la quitridiomicosis. Actualmente existen 8,110 especies
de anfibios a nivel mundial (amphibiaweb.org, 2020). En la investigacion
realizada por la Universidad Nacional Australiana se confirmé que América del
Sur, Australia y Mesoamérica presentaban la mayor pérdida de anfibios
respaldando la hipotesis de que Bd se extendié desde Asia al Nuevo Mundo. Se
evidencio que se ha perdido alrededor del 45% de anuros pertenecientes a
Atelopus, Craugastor y Telmatobius. También se describe que la mayor pérdida
de especies se da en aquellas que presentan cuerpos prominentes y habitan en
regiones humedas, al contrario de las especies que se encuentran en rangos
geograficos elevados que no favorecen al hongo. Actualmente en Latinoamérica
428 especies se encuentran en peligro de extincion y han presentado pérdidas
en sus poblaciones. Los paises con mayor impacto en América Latina son:
Venezuela, Colombia, Ecuador, Bolivia y Periu debido a las condiciones
climaticas (Scheele et al., 2019). Esto se debe a la alta patogenicidad que
presenta el hongo que tiene un amplio rango de hospedadores, estos presentan
una alta tasa de transmision entre los mismos y su gran persistencia en el medio

ambiente.

Ecuador se encuentra dentro de la lista de paises principales en biodiversidad
dentro de América del Sur, contando con 622 especies de anfibios descritos en
los ultimos anos (BIOWEB, 2019). La presencia de Bd ha sido descrita en el pais
a finales de la década de los 90 (Crawford, 2009) mientras que Bsal no ha tenido
hasta el momento ningun reporte, sin embargo, existen animales con lesiones
acordes a la infecciéon. Es una gran amenaza para las especies endémicas del

pais.
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3. CAPITULO lil. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

El siguiente estudio se realizd en los Laboratorios de la Universidad de las
Américas en la sede Queri ubicado en la ciudad de Quito en la calle José Queriy

Av. de los Granados.

Tabla 1. Descripcion del Clima de los Centros de Conservacion de Anfibios de
Quito (Climate-data.org, 2019)

Altitud 2832 msnm

Temperatura Anualesde 13.9°C

Precipitacion 1273 mm al afio

Templado y calido. Con una inmensa cantidad de lluvia El clima se

Clima clasifica como Cfb (Oceanico templado).
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Anfibios en la Ciudad de Quito. Tomado de Google Maps 2020.
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Los animales recolectados llegaron de dos distintos centros de conservacion de
anfibios los cuales se encuentran ubicados en los alrededores de la ciudad de

Quito, Ecuador:

1) Vivarium de Quito que se encuentra en el sector del Parque La Carolina
ubicado en la Av. Amazonas 2925.

2) Centro Jambatu de investigacion y conservacion de anfibios (Fundacion
Jambatu) ubicado en el canton Rumifiahui en la Av. General Rumifiahui y

Calle Farina.

Tabla 2. Descripcion del Clima del Centro de Conservacién Jambatu
(Climate-data.org, 2019)

Altitud 2474 msnm

Temperatura Anual es de 15.5°C

Precipitacion 1334 mm al afno

Clima Templado y calido. Con una inmensa cantidad de
lluvias. El clima se clasifica como Cfb (Oceanico
templado)

3.2 Poblacién y muestra

Poblacién Total: Alrededor de 550 Anfibios en cautiverio de mas de 40 especies

en 2 centros de conservacion de Quito

Poblacién Individual de los centros es de:

Vivarium de Quito: centro especializado en el manejo, rescate y cuidado de

reptiles y anfibios, con énfasis en la educacion y conciencia ambiental al publico.
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Cuentan con 45 especies y alrededor de 200 individuos, de los cuales se
recolectaron 12 individuos que presentaban lesiones en base a los criterios de

inclusion.

Centro Jambatu: centro de conservacion e investigacion de anfibios. Mantienen
cerca de 42 especies con alrededor de 350 individuos. Los animales que se
recolectaron provenian la gran mayoria de campo (Provincia del Napo, Ecuador)

de los cuales se recolectaron 35 individuos.
Muestra total: 47 anfibios

El presente estudio es parte de los proyectos de investigacion de la Universidad
de las Américas, los animales de este estudio fueron muestreados en base a las

necesidades e interés de cada centro de conservacion.

3.3 Criterios de Inclusion

En el centro Vivarium los criterios de inclusion fueron aquellos anfibios que
presentaban lesiones en piel como: hiperplasia, hiperqueratosis, ulceras,
anorexia, apatia y ataxia. Cabe recalcar que fueron animales en etapa adulta y

ya habian fallecido.

En el centro Jambatu fueron anfibios vivos que se escogieron al azar,

provenientes de campo y eran adultos.



3.4 Materiales

Laboratorio

Extraccion de ADN
Equipos

- Centrifuga 1

- Termobloque 1

- Campana de Extraccion
(Sorbona) 1

- Refrigerador a -20°C 1

Reactivos

- Isopropanol 1

- Cloroformo 1

- Gamma-glutamiltransferasa
(YGT) 1

- Fenol1

- Etanol al 70% 1

- Agua ultra pura 1
Ensayo de PCR

- Termociclador 1

Reactivos

- ADN (gBlocks) 1
- Primers 1

- Sondas 2

- Agua MQ 1

- Guantes 20
Oficina

- Esferos 4

21

- Pipeta 200ul 2

- Pipeta 1000 pl 2

- Puntas con filtro 500

- Tubos eppendorf de 1,5ml
1000

- Rack para tubos eppendorf 4

- Vortex 1

Equipos

- Tubos eppendorf de 1,5ml
1000

- Pipeta 200pul 2

- Pipeta 1000ul 2

- Puntas con filtro 500

- Rack de tubos eppendorf 4

- Centrifuga 1

- Vortex 1

- Kit Go Taq Probe gPCR
Master Mix (Promega) 1

Campo

- Mandil 1
- Gafas de proteccion 1
- Computadora 1
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3.5 Metodologia

3.5.1 Levantamiento de Informacion

Se procedio a realizar una busqueda de literatura en articulos e investigaciones
cientificas sobre quitridiomicosis y sus efectos en los anfibios. Se obtuvo distintos
métodos para realizar correctamente la técnica de deteccion de la infeccidn
mediante PCR en tiempo real con el fin de encontrar diferentes tipos de

protocolos en anfibios.

3.5.2 Recoleccion de Muestras

Las muestras fueron recolectadas aproximadamente en dos meses junio y julio
del 2019. Los animales muertos llegaron del Centro de Conservacién Vivarium
en los cuales se realizaron necropsias seleccionando tejido cutaneo de cavidad

celdbmica, extremidades y cavidad bucal.

Mientras que aquellos animales que estaban vivos provenian del Centro de
Conservacion Jambatu en el cual se tuvo un solo dia de recoleccién en el mes
de julio del 2019 donde fueron seleccionados al azar y se les tomo la muestra
mediante hisopados sobre la superficie epitelial pasandolos unas 20 veces. Los
hisopos se introdujeron en tubos eppendorf para su transporte con el fin de

realizar la deteccion molecular.
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3.5.3 Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion del acido desoxirribonucleico se trabajé en base al
protocolo de Green & Sambrook: Una vez tomadas las muestras se rotularon los
tubos eppendorf de 1,5mL por cada muestra, se agregaron 600 pl de isopropanol
y se refrigeraron las muestras a - 20°C. Una vez preparada la solucién se
afiadieron 600 ul de Gamma-glutamiltransferasa por muestra. Se homogenizo
con el vortex y se puso a incubar las muestras por 5 min. a temperatura ambiente.
Inmediatamente se agregd 100 ul de cloroformo por muestra y se repitio la
homogenizacion. Posterior a esto se dejé incubar por 10 min. y se procedio a
centrifugar a 12000rcf por 5min. Finalmente se transfirieron 500 pl de la solucién
acuosa de la superficie a cada tubo con isopropanol y se dejé incubar a — 20°C
por 24h.

3.5.4 Ensayo de PCR

El protocolo que se utilizé para el disefio de la PCR en tiempo real fue en base

a los estudios realizados por Boyle (2004):

Una vez que se obtiene el ADN de las muestras se colocan en el vortex por 5
segundos y se centrifuga cada muestra. Se obtuvo un volumen final para cada
reaccion de 10 yL, de los cuales 5uL fueron del master mix (GoTaq Probe qPCR),
1 uL de primer forward, 1 uL de primer reverse y 1 yL de sonda en cada tubo.
Finalmente, para el control positivo se anadieron 2 uL de ADN y para el control
negativo se utilizé agua destilada (Milli-Q®). Una vez colocados los 10 uL estos
fueron mezclados homogéneamente. Los tubos fueron transferidos al
termociclador donde se especificd las siguientes condiciones, desnaturalizacion
a 95°C por 2 minutos, alineamiento y extension a 63°C por 15 segundos por un

total de 45 ciclos por 2hr.
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3.5.5 Disefo y Estandarizacion de la PCR en tiempo real

La siguiente estandarizacion tuvo como objetivo la estructuracion de primers,
sondas y hallar la temperatura ideal mediante la realizacidén de pruebas para ser

verificadas en base al control positivo.

Para el disefio de primers y sondas se utilizaron los programas Primer-BLAST y
Primer3web 4.1.0 en los cuales se consideraron los siguientes criterios:
temperatura de alineamiento, tamafio, contenido de GC, el complejo molde-

primer y posicion de la secuenciacion (template).

Primero se busco la temperatura ideal de extension/alineamiento variando desde
los 52°C, 54°C, 55.9°C, 60,3°C, 62°C, 63°C, 64°C hasta los 65°C para obtener
una amplificacion efectiva. Durante esta etapa, se utilizaron concentraciones fijas
de primers y sondas de 400Nm y 200nM respectivamente. La comparacién de
las curvas de amplificacion permitio identificar una temperatura optima de 64° C.
Posterior a esto se probaron distintas concentraciones de sondas y primers
realizando un total de 8 pruebas con diferentes diluciones en base a una
concentracion conocida del control positivo de ADN (gBlocks) hasta determinar

las concentraciones optimas de sondas y primers.

Tabla 3. Prueba de concentraciones de sondas y primers para Bd y Bsal.

Prueba Concentracion de primers Concentracion de sondas

A 400nM primers forward 250/200 nM probes
200nM primers reverse

B 800nM primers forward 250/200 nM probes
400nM primers reverse

C 800nM primers forward 250/200 nM probes
800nM primers reverse

D 400nM primers forward 200/150 nM probes

200nM primers reverse
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E 800nM primers forward 200/150 nM probes
400nM primers reverse

F 200nM primers forward 400/300 nM probes
200nM primers reverse

G 400nM primers forward 400/300 nM probes

200nM primers reverse

3.5.6 Variables

Las variables a considerar en el estudio se describen en la siguiente tabla:

Tabla 4. Variables independientes para el estudio de deteccion de

Batrachochytrium

Operacionalizacion de las variables del estudio.

Variables Tipo de Definicion Indicador Unidad de Instrumento
variable medida

Infeccién por  Cualitativa/ Quitridiomicosis Presencia o Positivo o Medicién

Bd Independiente Ausencia Negativo directa PCR
del ADN

Infeccién por  Cualitativa/ Quitridiomicosis Presencia o Positivo o Medicién

Bsal Independiente Ausencia Negativo directa PCR
del ADN

Especie de Cualitativa/ Especie de % de # animales Medicion

Anfibio Independiente  Anfibio animales afectados directa PCR
afectados

3.5.7 Analisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa IBM SPSS Statistics 25, para

realizar la prueba de Fisher en las diferentes especies.
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4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Diseio de Primers y Sondas

Las sondas y cebadores fueron disefiados en base a estudios publicados por lo

cual se usaron regiones especificas de Bd y Bsal utilizando porciones de 146 y

180 pares de bases (pb) del espaciador transcrito interno y 5.8 genes

ribosomales. Los cebadores y sondas fueron disefiados utilizando Primer-BLAST

y Primer3web 4.1.0 (Tabla 4) y fueron evaluados para los dimeros y horquillas

con Autodimer v1.0 y OligoAnalyzer V3.1.

Tabla 5. Secuencias de cebadores y sondas utilizadas en la PCR cuantitativa

para la deteccion de Bd y Bsal

Patégeno Nombre Secuencia Concentracion Referencia

Bsal-ITS2-F ATCTCCCCTCTTCATCCCTAA 400 Este estudio

Bsal Bsal-5.8S-R CATCGAATCTTTGAACGCACATTG 400 Este estudio
Bs.5.8S- HEX-TGATTCTCAAACAGGCATACTCTAC-

Probe BHQ 250 Este estudio

ITS1-3 Chytr CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC 800 Boyle (2004)

Bd Bd.5.8S-R GCATTTCGCTGCGTTCTTCA 400 Este estudio

FAM-

Bd-ITS1- TTGACAACGGATCTCTTGGCTGTCGCAA-

Probe BHQ 150 Este estudio

4.1.2 Control Positivo

Las regiones gendmicas especificas para Bd y Bsal se sintetizaron en una unica

plantilla génica (gBlocks) para su uso como control positivo y estandar de

cuantificacion (Fig. 6). Para la deteccién de Bd y Bsal, porciones de 146 y 180
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pares de bases (pb) del espaciador transcrito interno (ITS-1 e ITS-2) y 5.8 genes

ribosomales fueron seleccionados como se describid previamente.

Amplification
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Figura 7. Amplificacion de Bd muestras positivas.

4.1.3 Estandarizacion

Para realizar la estandarizacion efectiva se realizaron 8 pruebas evaluando los
primers para Bd ITS1-3Chytr y Bd5.8S-R y la sonda Bd ITS1-Probe y para Bsal
se utlizaron los primers Bsal ITS2-F y Bsal5.8S-R y la sonda Bsal 5.8S-Probe

donde se usaron los siguientes reactivos: TagMan Multiplex Master Mix (Applied

Biosystems), GoTagProbe gPCR Master Mix de 200 reacciones (Promega).

Dando los siguientes resultados:

Tabla 6. Preparacién del Mix (GoTagProbe gPCR Master Mix)

Componente Stock Unidad Dilucién Conc. Vol X
Final 1 (uh)
Master Mix 2 X 2 1 5,00
Sonda 2,5 uM 10 0,25 1,00
Forward 4 uM 10 0,4 1,00
Reverse 4 uM 10 0,4 1,00
ADN 1,00E+06 Copias 5 2,00E+05 2,00
Volumen Final Mix 8
Volumen Final De Reaccioén 10
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Obteniendo un protocolo final con el reactivo mas efectivo Promega para la PCR

en tiempo real con las siguientes condiciones:

Tabla 7. Condiciones de Estandarizacion

Paso Temperatura Duracién Ciclos
Desnaturalizacién 95°C 2 min 1
Desnaturalizacién 93°C 15 seg 45
Alineamiento/extension 64°C (lectura) 1 min

4.1.4 Curva Estandar

Para el analisis de la PCR en tiempo real se generd una curva estandar (Fig. 7)
a partir de concentraciones diferentes del control positivo (gBlock) en un rango
de 9,15x10E5 mol/ yL como maxima concentraciéon y 9,15 mol/ yl como minima

concentracion.

Standard Curve
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Figura 8. Curva estandar de PCR en tiempo real par Bd obtenido con diluciones

en serie de 10 veces que muestran una alta correlacion lineal (RSq = 0.995).
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Una vez realizada la estandarizacion se obtuvieron los siguientes resultados de

la PCR en tiempo real (Tabla 7) en base a las 126 muestras de 47 anfibios de

los Centros de Conservacién Vivarium y Jambatu

Tabla 8. Resultados del procesamiento de muestras de 47 anfibios para Bd y

Bsal mediante la estandarizacién de PCR en tiempo real.

Caédigo
# del Centro de
Animales Especie animal Procedencia BD BSAL
Ambystoma
1. mexicanum 4040 Vivarium + -
2. Boana geographica 3753 Vivarium - +
3. Boana pellucens 3975 Vivarium - +
4. Espadarana audax 4F634 Jambatu - -
5. Espadarana audax 4F635 Jambatu - -
6. Espadarana audax 4F637 Jambatu - -
7. Espadarana audax 4F639 Jambatu - -
8. Espadarana audax 4F640 Jambatu - -
9. Espadarana audax 4F641 Jambatu - -
10. Espadarana audax 4F642 Jambatu - -
1. Espadarana audax 4F643 Jambatu - -
12. Espadarana audax 4F654 Jambatu + -
13. Espadarana audax 4F658 Jambatu - -
Gastrotheca
14. orophylax CJ10078 Jambatu - -
Gastrotheca
15. orophylax IF667 Jambatu - +
Gastrotheca
16. orophylax UF611 Jambatu - -
Gastrotheca
17. orophylax UF633 Jambatu + -
Gastrotheca
18. orophylax UF661 Jambatu - -
Gastrotheca
19. orophylax UF662 Jambatu - -
Gastrotheca
20. orophylax UF663 Jambatu - -
Gastrotheca
21. orophylax UF665 Jambatu - -
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4.1.6 Frecuencia de infecciéon por Bd y Bsal

Se hallaron 14 anfibios positivos para Bd y 9 anfibios positivos para Bsal, lo que
indica que Bd sigue presente en distintos anuros de centros de conservacion de
la ciudad de Quito.

Uno de los principales hallazgos en este estudio es la presencia de Bsal ya que
no se han encontrado investigaciones que confirmen la presencia de este hongo

en América del Sur.

Bsal

= Bd

® Bsal

Bd

Figura 9. Frecuencia de infeccion por Bd y Bsal en los centros de conservacion

de anfibios.
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4.1.7 Frecuencia de la infeccién por Bd y Bsal en los centros de

conservacion Vivarium y Jambatu

Los resultados obtenidos sefialan que el centro con mayores individuos
infectados es Vivarium de Quito (Fig. 9) obteniendo el 75% (9/12) de frecuencia
de infeccién de Bd y el 41,6% (5/12) de Bsal. Mientras que el centro de
conservacion Jambatu presento el 14,3% (5/35) de infeccion con Bd y 5,7%
(2/35) de Bsal.
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Figura 10. Frecuencia de quitridiomicosis en los centros de conservacion de
anfibios
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4.1.8 Frecuencia de infeccién y coinfecciéon por Bd y Bsal en las

distintas especies de anfibios

La especie de anfibio mas afectada fue Gastrotheca riobambae proveniente del
Centro Vivarium obteniendo una tasa de infeccion de Bd del 50% (Fig. 10) y 45%
con Bsal (Fig.11). Se sabe que esta especie habita en laderas rocosas y zonas
montainosas humedas en la vegetacion de los bosques, encontrandose
alrededor de los valles del Ecuador principalmente en las provincias de
Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo (Chasiluisa, V. et al., 2020). Esta

especie se adapta a los cambios de habitat encontrandose en areas disturbadas.

Otra de las especies mas afectadas fue Gastrotheca orophylax proveniente del
Centro Jambatu quién tuvo una tasa de infeccién del 15% con Bd (Fig. 10) y el
11% con Bsal (Fig. 11). Esta especie se encuentra comunmente en los bosques
y areas de cultivos en la Cordillera Oriental de los Andes del Ecuador (Chasiluisa,
V. et al., 2020).

m Ambystoma mexicanum ™ Espadarana audax

m Gastrotheca orophylax Gastrotheca riobambae
M Hyloscritus alytolylax ® Osteocephalus verruciger
M Pristimantis sp

Figura 11. Distribucion de anfibios infectados por Bd segun la especie
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W Boana geographica ® Boana pellucens
m Gastrotheca orophylax m Gastrotheca riobambae

W Hyloscritus alytolylax  m Pristimantis sp

Figura 12. Distribucién de anfibios infectados por Bsal segun la
especie

Entre los resultados obtenidos se hallé una especie exotica Ambystoma
mexicanum positivo para Bd (Tabla 8). Por otro lado, se encontraron dos
especies presentando coinfeccion Hyloscritus alytolylax proveniente del Centro
Jambatu y Gastrotheca riobambae proveniente del Centro Vivarium.

Tabla 9. Infeccion y coinfeccion de Batrachochytrium dendrobatidis vy

Batrachochytrium salamandrivorans en las distintas especies de anfibios

Especie Positivo Positivo Coinfeccion Negativo Total
Bd Bsal
Ambystoma mexicanum 1 0 0 0 1
Boana geographica 0 1 0 0 1
Boana pellucens 0 1 0 0 1
Espadarana audax 1 0 0 9 10
Gastrotheca orophylax 2 1 0 10 13
Gastrotheca psesutes 0 0 0 0 1
Gastrotheca riobambae 7 4 4 1 8
Hyloscirtus 0 0 0 2 2

phyllognathus
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Hyloscritus alytolylax 1 1 1 1 1

Hyloxalus bocagei 0 2 2

Osteocephalus 1 0 0 0 1

verruciger

Pristimantis sp 1 1 0 4 6
14 9 5 29 47

Al presentar varias especies con un solo ejemplar (Fig. 12) se obtuvo una
frecuencia de infeccién del 100% con Bd y Bsal, a diferencia de Gastrotheca
riobambae la cual obtuvo 87,5% de infeccion con Bd y 50% con Bsal presentando
(7/8) animales positivos.

120
100
80
60
40

20

Prevalencia de animales infectados
[
susorgad susog IR

I= =] m 3] ] = =
3 B B B B = g 2
g S & 2 = B n g
i s & g g q ] 3
o -] o 5 ) = L. o
E| 3 3 [ 5 -
] & 5 5 o & @
& s v o n:_r >
- a
3 s 5 3 g 3 s °
& ] = g & - e
[ = — =5
ol - 3 [ 2
g i = n &
g A
3 b ]
L]
mBd mBsal

Figura 13. Frecuencia de infeccion por Bd y Bsal en las diferentes especies de

anfibios
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4.1.9 Analisis Estadistico

Dentro del estudio estadistico se realiz6 el Test de Fisher entre cada especie y
no se encontraron diferencias significativas, en consecuencia, no se pudo
verificar si una especie en particular es mas predisponente a presentar la
infeccion. Este resultado se puede relacionar con la cantidad de animales

muestreados por especie.

Las siguientes tablas son un ejemplar del test realizado para la evaluacién de la
diferencia de frecuencia de infeccién por Bd y Bsal obteniendo como resultado
p=0.602 para Bd y p=0.565 para Bsal entre las especies Gastrotheca orophylax

y Espadarana audax.

Tabla 10. Prueba de Fisher para Bd entre Gastrotheca orophylax y Espadarana
audax del Centro Jambatu

Especie * Bd

Tabla cruzada

Recuento
Bl
- + Total
Especie  Esparadana audax 9 1 10
Gastrotheca oraphylax 11 2 13
Total 20 3 23
Pruebas de chi-cuadrado
Significacidn Significacidn Significacidn
asintatica exacta exacta
Yalor df (hilateral) (hilateral) [unilateral)
Chi-cuadrado de 1447 1 704
Fearson
Carreccidn de .oon 1 1,000
cantinuidad®
Razan de verosimilitud 148 1 01
Prueha exacta de Fisher 1,000 602

M de casos validos 23

a. 2 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es
1,30

h. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2
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Tabla 11. Prueba de Fisher para Bsa entre Gastrotheca orophylax y
Esparadana audax del Centro Jambatu

Especie * Bsal

Tabla cruzada

Recuento
Bsal
+ Total
Especie  Esparadana audax 10 0 10
Gastrotheca orophylax 12 1 13
Total 22 1 23
Pruebas de chi-cuadrado
Significacidn Significacian Significacidn
asintotica exacta exacta
Walor df (kilateral) (hilateral) {unilateral)
Chi-cuadrado de 8048 1 370
Pearson
Correccion de .oon 1 1,000
continuidad®
Razan de verosimilitud 1176 1 278
Prueba exacta de Fisher 1,000 Rt

M de casos validos 23

a. 2 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es |
43,

. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

4.1.10 Discusion

En base a los resultados hallados se pudo evidenciar que entre los dos centros
de conservacion hay una frecuencia por Bd del 30%. Obteniendo una diferencia
del 61% Vivarium presento la mayor frecuencia de infeccion, la presente
variacion puede deberse al tipo de muestreo que se utilizé en cada centro de
conservacion, en Vivarium se trabajé con animales enfermos que presentaban
lesiones compatibles con la infeccion, mientras que en Jambatu se trabajé con
animales aparentemente sanos provenientes de campo que fueron escogidos
aleatoriamente. Hyatt (2007) reporta un mayor nivel de infeccidn en aquellas
muestras provenientes de tejido (> #zoosporas), y por otro lado menciona que

se puede obtener un bajo numero de individuos positivos en aquellos ejemplares
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que posiblemente se encuentran en etapas iniciales de la enfermedad y no se
evidencia sintomas, o por el exceso de ecdisis cuando ya se ha presentado la

infeccion.

También se puede mencionar que al obtener tejido directamente de los anfibios
enfermos se pudo recuperar de manera mas facil y directa el ADN mientras que
al obtener los hisopados se pueden presentar distintos problemas que pueden
causar la inhibicion de la PCR (Ballagi-Pordany & Belak, 1996) como la sanidad
del hisopo que puede llegar a presentar cualquier material extrafio como detritos.
Los resultados obtenidos también se pueden ver influenciados por la superficie
del individuo a analizar o la etapa de vida en la que el quitrido se encuentre ya
que en estadios tempranos de la infeccién hay menos probabilidad de deteccién
del hongo por hisopado, y en consecuencia la frecuencia es menor como lo
menciona el estudio de Narvaez (2014) quien realizo una investigacion en las
especies Gastrotheca riobambae y Pristimantis unistrigatus en el Parque
Metropolitano Guanguiltagua de Quito comparando PCR punto final y gPCR para
la deteccion de Bd (Narvaez. 2014).

Por otro lado, se pudo encontrar que la mayor especie afectada fue Gastrotheca
riobambae obteniendo el 50% de frecuencia en este estudio a comparacién de
Narvaez (2014) que reporta el 39% esta variacién puede presentarse debido a
los distintos estadios de vida de los anfibios que fueron estudiados, en esta
investigacion se utilizaron adultos y Narvaez uso renacuajos de la misma especie
utilizando la misma técnica de PCR cuantitativa con lo que se puede suponer
que aquellos anfibios que se encuentran en etapas adultas presentaran mayor
nivel de zoosporas en la piel, mientras que en los renacuajos solo puede detectar
la infeccion mediante tejido del aparato bucal. Estos resultados son aparentes
ya que en el analisis estadistico no se pudieron obtener datos por el numero de

individuos.
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Al realizar esta investigacion se obtuvo un hallazgo importante un Ajolote
(Ambystoma Mexicanum) especie exética quien dio positivo para Bd (Tabla 8)
este anfibio fue decomisado, por lo cual se desconoce si el animal llego portando
la enfermedad o fue contagiado en el centro donde se lo mantuvo en cuarentena,
como se menciona en el estudio de Fisher (2020) el Bd ha venido atacando al
55% de las especies de salamandras y tritones creando un rango inigualable de

huéspedes patdgenos.

Es importante recalcar que de acuerdo al estudio Bsal se encuentra con el
19,15% de frecuencia en los centros de conservacion de anfibios por lo que se
puede suponer que esta presente en el pais ya que algunos de los animales
muestreados provenian de campo. Este es uno de los primeros estudios
confrmados de Bsal en paises latinos debido a que en las distintas
investigaciones mencionan la presencia de este hongo en América del Norte en
EEUU y México como los principales paises portadores de salamandras y
susceptibles para contraer la infeccion. Es importante realizar mas estudios para

confirmar la presencia del hongo, mediante otros métodos diagndsticos.

Se puede evidenciar resultados de una coinfeccidn quitrida en las distintas
especies de anfibios (Tabla 8). Mediante investigaciones recientes se determiné
que puede ocurrir este fendmeno entre las dos especies de Batrachochytrium o
con los distintos linajes del mismo (McDonald, Longo, Lips, & Zamudio, 2020), lo
que indica que mientras Bsal se vaya propagando a nivel mundial ira
encontrando poblaciones de anfibios ya infectados con Bd. No se conoce cuales
son los efectos cuando estos dos hongos interactuan sobre la inmunidad del
huésped. Por lo cual se debe tener en claro que los perfiles patogénicos de Bd y

Bsal son distintos.

Narvaez (2014) menciona que los anfibios han ido experimentando decesos en

poblaciones debido a varias causas como sobreexplotacién de sus habitats,
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lluvias acidas, cambios climaticos, aumento de la radiacion UV, introduccion de
especies, polucion, pesticidas, comercio ilegal, y sobre todo enfermedades de
distintos patdégenos (Narvaez, 2014). Entre los principales patégenos que
representan un riesgo potencial para los anfibios se encuentra el hongo
Batrachochytrium causando la quitridiomicosis y por otro lado en las distintas
investigaciones se ha detectado una enfermedad viral, siendo una investigacién
paralela a este estudio el Ranavirus, siendo estas enfermedades las causantes

de extinciones y perdidas de poblaciones de anfibios (Oie, 2011).

El disefio y estandarizacion de los ensayos de PCR en tiempo real se basaron
en parametros para amplificar ADN de Bd y Bsal obteniendo resultados positivos.
En los diferentes ensayos que se realizaron se llevé a cabo una duplex para Bsal
y Ranavirus como parte del estudio y se pudo evidenciar que funcionan
conjuntamente como método de detecciéon rapido y eficiente para estos
patdgenos, siendo un gran avance para las investigaciones de estas
enfermedades. Se conoce que es el primer sistema multiplex desarrollado en
Ecuador permitiendo tener una herramienta valiosa para la deteccién temprana
de patégenos de anfibios la cual permitira el monitoreo de infecciones en la

vigilancia epidemioldgica futura de especies de anfibios en riesgo de extincion.

4.1.11 Limitantes

Uno de los mayores factores limitantes para obtener la frecuencia de la
enfermedad entre los dos centros de conservacion fue el tiempo y el tipo de
muestras que se utilizaron por lo que no se pueden obtener datos especificos
como ya se menciond en el centro Vivarium se utilizaron animales enfermos que
presentaban lesiones compatibles con la enfermedad, mientras que en Jambatu
se escogieron animales al azar (sanos y enfermos) que vinieron de campo

arrojando distintos resultados.
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Otro factor importante fue la limitada cantidad de ejemplares que se procesaron
en el estudio por lo cual no se pudo observar las diferencias de susceptibilidad

entre las especies.

Al obtener animales unicamente de centros de conservacion no se puede
confirmar la presencia de Bsal en todo el territorio ecuatoriano, estos son
resultados preliminares que pueden ayudar realizar investigaciones a nivel de

campo, para conocer la distribucion y el dafio que esta causando este patdgeno.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El disefo y estandarizacion de los ensayos de PCR en tiempo real arrojaron
resultados rapidos, en bajos recursos y confiables, se determina que esta es una
herramienta diagnostica que ayudara a la deteccion de quitridiomicosis en
poblaciones de anfibios siendo una de las técnicas con mayor sensibilidad y

especificidad.

Se pudo confirmar que aun existe la presencia de Bd en los distintos centros de
conservacion, con una frecuencia del 75% en Vivarium de Quito. Siendo un
centro abierto al publico es un lugar de riesgo, puede existir contaminacion
cruzada por la circulacion de personas, acogimiento de animales incautados y
por el hecho de encontrarse ubicado en el Parque La Carolina en una de las
zonas con mayor biodiversidad de anfibios a su alrededor y esta cerca del

Parque Metropolitano Guanguiltagua el cual también es un foco de infeccion.

El presente estudio reporta por primera vez la presencia de Bsal en anfibios de
los distintos centros de conservaciéon de Quito. Por lo cual se puede suponer que
el quitrido se encuentra en América del Sur ya que solo se lo ha reportado en

América del Norte.

Para este estudio, por las caracteristicas de las muestras, no se encontré una
relacion estadisticamente significativa entre el promedio de infeccién y la

frecuencia de la enfermedad entre las especies estudiadas.
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5.2 Recomendaciones

Es recomendable utilizar PCR en tiempo real como método diagnédstico al ser un
una de las herramientas mas sensibles y eficaz para la deteccidn de este quitrido
en futuras investigaciones, asi se podra eliminar posibles resultados falsos

positivos y falsos negativos.

En futuras investigaciones se recomienda utilizar técnicas de deteccion
adicionales para confirmar los resultados como en el caso de la PCR punto final

que es otra herramienta util para detectar quitridiomicosis.

Al momento del muestreo es recomendable escoger animales con los mismos
criterios en este caso de una poblacidn determinada o aquellos que se

encuentren presentando lesiones compatibles para evitar sesgo de informacion.

Se debe continuar con las investigaciones de la presencia de Bsal con anfibios
de campo y aquellos que ingresen mediante biocomercio legal en los distintos
lugares del Ecuador para confirmar que la infeccién se encuentra presente en

todo el pais.
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Anexo 1

Toma de muestra mediante hisopado de piel

Anexo 2

Recoleccion de muestras en Centro Jambatu
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Anexo 3

Toma de muestra de tejido de cavidad del Centro Vivarium

Anexo 4

Gastrotheca Riobambae
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Anexo 5

Gastrotheca pseustes

Anexo 6

Muestras para extraccion de ADN
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Anexo 7
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Factores que intervienen en la propagacion del Hongo Batrachochytrium.
Tomado de Fisher & Garner., 2020.

Abiotic factors
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Biotic factors

Batrachochytrid
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