UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

naai
(I

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Estudio y aprovechamiento de patrones en la microbiota de Caudata para la potencial
mitigacion de patégenos emergentes: un enfoque bioinformatico integral

TESIS

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de Doctora en Ciencias Biologicas

Presenta

M. en C. Jimena Ramirez Villarreal

Dirigido por

Dr. Roberto Carlos Alvarez Martinez

Laboratorio de Biologia Cuantitativa y Sistemas Complejos



REPOSITORIO
R I INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

La presente obra esta bajo la licencia:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es

OO

CC BY-NC-ND 4.0 DEED

Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional

Usted es libre de:

Compartir — copiar y redistribuir el material en cualquier medio o formato

La licenciante no puede revocar estas libertades en tanto usted siga los términos de la licencia

Bajo los siguientes términos:

Atribucién — Usted debe dar crédito de manera adecuada , brindar un enlace a la licencia,
e indicar si se han realizado cambios . Puede hacerlo en cualquier forma razonable, pero no de
forma tal que sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

SinDerivadas — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, no podra distribuir el
material modificado.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas tecnoldgicas que
restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o cuando su uso
esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable.

No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el uso que tenga
previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad, o derechos morales pueden limitar la
forma en que utilice el material.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-appropriate-credit
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-indicate-changes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-commercial-purposes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-some-kinds-of-mods
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-technological-measures
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-exception-or-limitation
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-publicity-privacy-or-moral-rights

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Estudio y aprovechamiento de patrones en la microbiota de Caudata para la potencial
mitigacion de patégenos emergentes: un enfoque bioinformatico integral

TESIS

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de Doctora en Ciencias Biologicas

Presenta

M. en C. Jimena Ramirez Villarreal

Dirigido por

Dr. Roberto Alvarez Martinez

Dr. Roberto Carlos Alvarez Martinez

Presidente

Dra. Etzel Garrido Espinosa

Secretario

Dr. Carlos Alberto Lopez Gonzalez

Vocal

Dr. Fidel Landeros Jaime

Suplente

Dra. Eria Rebollar Caudillo

Suplente

Centro Universitario, Querétaro, Qro.
Fecha: 20 Abril 2026.



AGRADECIMIENTOS

Se agradece el apoyo recibido por parte del Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y
Tecnologias (CONAHCyT) con el nimero de beca 1003112.

Este trabajo fue elaborado gracias al programa de Doctorado en Ciencias Biologicas de la
Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ).

Se agradece el apoyo de la coordinacion del programa de Doctorado en Ciencias Biologicas
y las instalaciones de la Facultad de Ciencias Naturales.

Se hace un especial agradecimiento por aceptarme dentro del grupo de trabajo, asi como de
brindar las instalaciones, equipo, recursos, necesarios para elaborar esta tesis al Dr. Roberto
Carlos Alvarez Martinez y al Laboratorio de Biologia Cuantitativa y Sistemas Complejos.
Espero haber dejado una huella agradable en el laboratorio y con todos mis colegas.

Se agradece también el apoyo recibido por parte del comité de sinodal, a los doctores: Dr.
Roberto Carlos Alvarez Martinez, Dra. Etzel Garrido Espinosa, Dr. Carlos Alberto Lopez
Gonzalez, Dr. Fidel Landeros Jaime y a la Dra. Eria Rebollar Caudillo sin sus comentarios,
apoyo y retroalimentacion no hubiera sido posible terminar en tiempo y forma este proyecto.
Agradezco mucho su tiempo.

Finalmente, lo mas importante... Un agradecimiento especial para la Dra. Olga Patricia
Garcia Obregon y el Dr. Carlos Alberto Lopez Gonzalez, gracias por todo su apoyo, tiempo,
guia y sobre todo la paciencia que me brindaron en tiempos que fueron dificiles, sin su ayuda
el finalizar esta etapa del doctorado y llegar a obtener el grado de Doctora no habria sido
posible. Espero que tengan mucho éxito en todos sus proyectos siempre.

A todos en general, espero que puedan seguir apoyando a sus estudiantes, que siempre tengan
la misma amabilidad con la que me trataron y apoyaron; espero que vengan recompensas y
mucho éxito para ustedes.



DEDICATORIA

Si le hubieran preguntado a la Jimena de hace 10 afios si tenia pensando hacer una maestria
después, un doctorado; les habria dicho que no. Nunca lo habia imaginado y sin duda, ha sido
una de las experiencias y aventuras mas “variadas” de toda mi vida. Porque durante estos
anos de estudio, pude aprender mucho de la vida, cambiar mucho la forma en la que veia las
cosas, aprender académicamente, madurar y valorar todo. En este tiempo pasaron infinidad
de cosas buenas (de las que estoy muy agradecida y siempre lo estaré) y otras no tan buenas
(que también se agradecen porque te hacen crecer, pero no son faciles de superar), pero si
recuerdo como comenzd todo, fue dejando a Dios las riendas de mi camino, recuerdo que
mientras esperaba los resultados de ingreso al doctorado, pensaba: “Si Tu Dios, quieres que
ingrese asi sera”. Solo puedo agradecer y dedicarle este logro totalmente a Dios, porque ha
sido quien ha puesto en mi vida a las personas indicadas para apoyarme, ha puesto en mi las
fuerzas y la inteligencia necesarias para no rendirme y continuar a pesar de cualquier
obstaculo. Si el dia de hoy pueden leer esto, es por qué obtuve el grado de Doctora en Ciencias
Biologicas principalmente gracias a Dios, porque hasta el Gltimo dia, tenia dudas sobre si
cumpliria los requisitos de titulacion y nuevamente fue que pensé: “Si es T deseo que me
titule, asi sera, si no, también lo aceptaré”, y bueno, creo que ya saben cual fue Su respuesta
y el desenlace de esta historia.

De las personas mas importantes en mi vida y que El también me ha dado, son mi familia,
mi mama Beatriz Villarreal y mi hermano Ernesto R. G. Villarreal, gracias también a ellos
pude tener esta experiencia; gracias por su paciencia, por su apoyo, por su carifio y por todo
lo que me han regalado todos estos afios de estudio, soy bendecida de tenerlos, les dedico
también este éxito y esta tesis. Los quiero mucho. Como es mi tltima tesis para obtencion de
grado, también voy a agradecer y mencionar a Lucas Villarreal, Maggie Villarreal y Lucho
Villarreal, gracias porque son mi motivacion y mi alegria, siempre los voy a querer.

Finalmente, a los colegas, amigos que estuvieron alguna vez durante el proceso y que puede
que aun sigan en mi vida o quiza no, también les agradezco porque algin dia pusieron de su
granito de arena para que pudiera continuar.

Si hay algo que puedo decir después de estos cuatro afios de Doctorado y aproximadamente
7 afios de estudio continuo, es: Nunca pierdan la Fe, si Dios quiere, todo es posible.



INDICE GENERAL

PORTADAS ...ttt ettt ettt e sbe e st esbt e et e saeesaneens 1-2
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt ettt st e e e 3
DEDICATORIAS . ... oottt ettt e et be e st e st e e b e saeas 4
INDICES ..ottt 59
RESUMEN ...ttt ettt et et e bt e st et e e sateebeesaeas 10
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et e he e et e et e et e e sate et e esseeebeesaeeenne 11
INTRODUCCION .......cooiiiiiiiiiiiieeite ittt 12
ANTECEDENTES ... .ottt ettt e 17
Importancia de la conservacion de los anfibios y su papel ecoldgico......................... 19
Importancia de los anfibios en ciencia...................ccocooiiiiiiiiieni e, 21
Algunas causas de eXtimCiOn ..................ooiiiiiiiiiiiii e 23
Enfermedades emergentes y contaminacion ..................c...coociiiiiniiiniinie e, 24
Comercializacion ilegal ....................ccoooiiiiiiiii e 25
IMICTOPIASTICOS ..ot et et tae e st e e s eeenbeeesnbeeennseeennne 27
Patogenos emergentes/enfermedades emergentes .................cccoeeeveeviiiieniieeniieeniee e 28
Anfibios y Batrachochytrium dendrobatidis ............................cccooovevveviiieniieaiiieeeinanns 29
Origen y eXPANSION ..........oooiiiiiiiiiiiieeiee et etee e e et eesabeeenaaeeeaseeenaeesnseeennns 30
Ciclo de infeccion de Bd ...............oooooiiiiiiiii e 32
Signos en 10s animales ...............ccoooiiiiiiiiiiie e e 34
Tratamientos estudiados hasta la fecha....................... 35
Importancia de las comunidades microbianas en la piel de anfibios.......................... 36
HIPOTESIS ...ttt 39
OBJETIVOS
ODbjetivo general ...............coooiiiiiiiiiiiii e 40
ODbjetivos Particulares..............cocoiiiiiiiiiiiiiiieiceeee e 40
JUSTIFICACION .....cooooviimmiiimieiineseiisesesssssesisesessse st sss st st essseeees 40-41
CAPITULO L ..ottt st ettt et e 42



MATERIALES Y METODOS L ..o en e, 43

RESULTADOS ... 46
CAPITULO L. ....oooooiiioooeoeeeeeeeee e 51
MATERIALES Y METODOS L. ..o 52
CAPITULO TIL. .....oooooooeeeeeeeeeeeee e 97
MATERIALES Y METODOS. ........ooioioieioeeoeeoeeeeeee oo 98
RESULTADOS......c.ooooeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 102
DISCUSION ..., 128
CONCLUSIONES ...t 139
PERSPECTIVAS ..o, 141
REFERENCIAS ..o, 142
ANEXOS ..o, 166
DISPONIBILIDAD DE DATOS ..., 186



INDICE DE FIGURAS

ANTECEDENTES

Figura 1. Lesiones en animales por patOgenos ..............c.ccoeevuieeriieeniieenieeeniee e 26
Figura 2. Las familias y especies presentes en la Republica Mexicana.......................... 29
Figura 3. Ciclo de vida de Bd ...............ccccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeete e 32
Figura 4. Signos vistos en los animales y mapa de distribucion Bd................................ 33
Figura 5. Susceptibilidad observada en salamandras................c..cocooiiniinnininnnnne. 39

CAPITULO I.- Estudio de la composicién y estructura de la microbiota cutinea en
salamandras

Figura 6. Mapa de procedencia de las muestras. ...............ccocccoeviiiiniiiiniiiinicinieeeees 53
Figura 7. Las abundancias a nivel de familia. ..., 59
Figura 8. Abundancias nivel Familia ..., 60
Figura 9. Abundancias nivel GENero................ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 61
Figura 10. Matriz de distancias por condicion ..................c..ccocciiiiniiininieee, 63
Figura 11. Analisis PCoA (Diversidad beta).................ccccoeeeiiiiniiiineee e, 64
Figura 12. Las abundancias de biomarcadores..................ccccoceiiiiniiniiininnicncceeee. 67
Figura 13. Identificacion de biomarcadores ANCOM-BC (familia)....................... 67-68
Figura 14. Identificacion de biomarcadores ANCOM-BC (género) .............ccccceeeenneen. 70
Figura 15. Red de microbiota para animales negativos a Bd...................................... 72
Figura 16. Red de microbiota para animales positivos a Bd.................................... 74
Figura 17 Estructura de las redes: Modularidad.......................c..cooiiinie. 77
Figura 18. Comparacion Diagrama Venn.................ccccooiiiiiniiiiiiiniininiccececeeee 78
Figura 19. Comparacion Diagrama Venn.................ccccooiiiiiniiiiiiniieicncceceeeeee 80
Figura 20. Red core para animales positivos y negativos..............ccccccoooveiiiiiiinieenneenn, 83

Figura 21. Comparacion estadistica de diferencias topologicas entre susceptibles y
BOLCTAMTES ..ottt ettt ettt 86



Figura 22. Comparacion estadistica de diferencias topologicas entre susceptibles y
BOLEIAMTES. ..ottt ettt ettt 87

Figura 23. Comparacion estadistica de diferencias topologicas entre tolerantes ... 88-89
Figura 24. Comparacion estadistica de diferencias topoldgicas entre tolerantes ........ 90

Figura 25. Analisis de robustez de las redes..................cccccooiiiniiiiininicee, 92

Figura 26. Comparativa del analisis de robustez de las redes entre susceptibles y
BOCTANEES. ..ottt ettt ettt ettt st e s e e 94

Figura 27. Comparativa del analisis de robustez de las redes entre grupos tolerantes 96

CAPITULO IL.- La identificacién de patogenos y la biisqueda de dianas terapéuticas

Figura 28. Diferencias en la composicion de microorganismos potencialmente

PALOZENOS POT GIUPOS .....ooneiiiiiiiiieiieeiieeitte ettt erttesteesteeeteasteesateesteenseesseesnseesseeenseenseesseens 104
Figura 29. Alineamiento multiple .................coccoooiiiiiiiii e, 107
Figura 30. 3D modelos de las dianas moleculares ...................ccooceiniiiiniinnienneen, 109
Figura 31. Alineamiento multiple Bd .................ccooiiiiiiii e 107
Figura 32. Modelo diana anti-Bd..................ccccooiiiiiiiiiiee e 108

CAPITULO IIL- El disefio de proteinas terapéuticas, su modelaje estructural y su
evaluacion

Figura 33. Proceso de construccion proteina anti-Bd.....................cc.cc. 109
Figura 34. Modelo anti-Bd. ..................ooiiiiie e 115
Figura 35. Diagrama construccion del tratamiento....................c...coceniiiniinniincnnnn. 118
Figura 36. Generacion de modelos estructurales ...................cccceoiiininiininiiencnens 120
Figura 37. Construccion de una secuencia con multiples dianas.................................. 125
Figura 38. Ensayo de union a membranas (BDSLCS)...........cccccooiiiniiniiiniiiiiiiceee 127
Figura 39. Ensayo de union a membranas (BDILCS)...........cccccoiiiiiiiiiiiniiieeee 129
Figura 40. Ensayo de union a membranas (BD12LCS).........c.ccocoiiiiniiiniiiiiinices 130
Figura 41. Acoplamiento final................ccoooiiiie 134



Figura 42. Mecanismo de accion de la proteina tratamiento ..................ccccccoceenennen. 140
FIGURAS SUPLEMANTARIAS

Figura 1. Abundancias nivel Orden .................ccooviiiiiiiiiiii e 167
Figura 2. Abundancias nivel Phylum ... 168
Figura 3. Abundancias y distancias por condicion .....................c.ccoeeiiviiiiniie e, 169
Figura 4. Abundancias y distancias por condicion .....................cccoeiiiiniiiinienniee e, 169
Figura 5. Abundancias y distancias por condicion ....................cocccoiiiiiiiniiinienee, 170
Figura 6. Comparacion de distancias................c..ccooiiiiiiiiniiiiiiceeeeeeen 171
Figura 7. Identificacion de biomarcadores ....................cooceiiiiiiiiiieniiieeee e 172
Figura 8. Estadistico Wald del método ANCOM-BC nivel familia.............................. 173
Figura 9. Estadistico Wald del método ANCOM-BC nivel género.................c........... 174
Figura 10. Comparacion composicion por modulo................ccccceoveeniinniiniinneencnneen. 175
Figura 11. Red de microbiota para animales negativos y positivos a Bd..................... 176
Figura 12. Comparacion topologia (susceptibles vs tolerantes II)................................ 177
Figura 13. Comparacion topologia (tolerantes) .................c..ccoooiiiiiniiniiiniiiieneee 178
Figura 14. Comparacion composicion robustez (susceptible vs tolerante II).............. 179
Figura 15. Comparacion composicion robustez (tolerantes IT) .................................... 179
Figura 16. Indices beta (Iugar y eSPecie)...........ccccoeeviiiiiiiieriieeeie e 180
Figura 17. Indices beta (por condicion I) ..............ccccoiiiiiiiiiiiiecce 181
Figura 18. Indices beta (por condicion II) ................cccooiiiiiiiiiiiiii e, 181
Figura 19. Indices beta (por condicion IIT)..................ccoooiiiiiiiiniii e, 182
Figura 20. Comparacion composicion por modulo I ..., 179
Figura 21. Comparacion composicion por modulo IL.....................co. 179
Figura 22. Comparacion composicion por modulo IIT ......................cooiin. 179
Figura 23. Curvas de rarefaccion .................coccooiiiiiiiiiiiiiieee e 186



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Bisqueda de secuencias homologas ...................cccoeoiiiiiiiiiiii e, 48
Tabla 2. Caracteristicas antimicrobianas del disefio.....................ccoceerviiiiniinnninnen. 113
Tabla 3. Caracteristicas antifingicas ................ccoccevviiiiiiiiinii e, 114
Tabla 4. Propiedades de las secuencias disefiadas...................cccoceveviiiiiieniiiee e, 115

INDICE DE TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria 1. Identificacion de patégenos oportunistas en la piel de
SALAMANAIAS ..ottt 166

10



RESUMEN

Las enfermedades fungicas en anfibios representan una amenaza creciente para la
biodiversidad; el hongo quitrido Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) destaca por su
capacidad de infectar a una amplia variedad de especies, con la posibilidad de coinfeccion,
lo que incrementa considerablemente su letalidad. Hasta la fecha no existe un tratamiento
eficaz, limitacion que podria estar relacionada con la microbiota cutdnea de los anfibios, la
cual constituye un componente activo de la defensa inmune innata que interactua con el
moco, los péptidos antimicrobianos y otras defensas de la piel, modulando asi la respuesta
del hospedador. Dado que todos los tratamientos probados son de aplicacién externa,
comprender la composicion, abundancia y estructura de las comunidades bacterianas
presentes en la piel en condiciones de salud e infeccion resulta fundamental para identificar
posibles blancos moleculares. Por ello este proyecto compar6 la microbiota cutinea de
salamandras positivas y negativas a Bd, identificé microorganismos candidatos para terapias
basadas en proteinas de disefio, y propone un esquema de tratamiento especifico orientado a

mitigar la infeccion por Bd considerando el papel activo de la microbiota cutanea.

PALABRAS CLAVE: Salamandras, Bd, hongos, tratamiento, bacterioma, redes.
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ABSTRACT

Fungal diseases in amphibians pose a growing threat to biodiversity; the chytrid fungi
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) and is a particularly concerning due to their ability to
infect a wide range of host species, with co-infection futher increasing their lethality. No
effective treatment currently exists, a limitation that may be linked to the cutaneous
microbiota of amohibians, which functions as an active component of innate inmune defense
by interacting with mucus, antimicrobial peptides, and other skin defenses, thereby
modulating the host response. Since all treatments testes to date are externally applied,
understanding the composition, abundance, and structure of skin bacterial communities under
both Healthy and infected conditions is essential for identifying potential molecular targets.
This project therefore compared the cutaneaous microbiota of Bd-positive and Bd-negative
salamanders, identified candidate microorganisms for protein-based therapeutic approaches,
and proposes a targeted treatment framework designed to mitigate Bd infection while

accounting for the active role of the skin microbiota.

KEYWORDS: Salamanders, Bd, fungi, treatment, bacteriome, networks.
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INTRODUCCION

Las enfermedades emergentes en animales son cada vez mas comunes. Se ha mencionado
que, una de las posibles causas esta relacionada a aspectos climaticos, que pueden favorecer
la proliferacion y dispersion de patogenos emergentes (McArthur ef al., 2019). Los patdgenos
emergentes pueden definirse como bacterias, parasitos, virus u hongos capaces de causar
enfermedades graves, caracterizados por una alta letalidad y elevadas tasas de infeccion
asociadas a su aparicion inesperada en una poblacion (Kilpatrick et al., 2010; Harrison ef al.,
2019). A diferencia de los patogenos ya establecidos, cuya incidencia es conocida y, en
muchos casos, tratable, los patdgenos emergentes representan una amenaza novedosa para el
hospedador, lo que dificulta tanto su control como el desarrollo de tratamientos eficaces

(Schilliger et al., 2023).

La primera descripcion de brotes de quitridiomicosis causada por Bd, asociados a
mortalidades masivas fue en 1998, principalmente en Australia y Panama en anuros
silvestres, como por ejemplo Litoria spp., o el género Dendrobates y otras ranas
neotropicales. Bd, posteriormente fue nombrado y aislado en cultivo a partir de anfibios
enfermos a finales de los afios 90, trabajos como el de Longcore et al., 1999, han sido citados

como su origen (Mulder et al., 2024).

Hasta la fecha, no se cuenta con registros actualizados sobre la dispersion global de la del
hongo quitrido Bd. Al revisar la informacion disponible, se observa una notable
heterogeneidad en los reportes de deteccion de Bd a nivel mundial (Martel et al., 2013). En
un inicio, hacia 2014, la infeccidon parecia concentrarse en regiones especificas de Estados
Unidos; sin embargo, la actualizacion mas reciente —que compila datos obtenidos entre 2019
y 2021— revela un aumento en la deteccion dentro de ese pais y una extension considerable
del patogeno hacia otras regiones, incluyendo México, diversos paises de América del Sur,

Europa, Asia, Africa e incluso Oceania (Van Rooij et al., 2015; Olson et al., 2021).

Este hongo ha provocado la disminucion demografica de al menos 501 especies de anfibios
y ha contribuido a la extincion documentada de alrededor de 90 especies (Van Rooij et al.,

2015). Su impacto se debe a que afecta y deteriora de manera critica la piel, 6rgano

13



fundamental para procesos fisioldgicos esenciales en los anfibios, como la osmorregulacion
y el intercambio de gases (Pereira et al., 2013; Lorch et al., 2016). La alteracion de estas
funciones conduce, en numerosos casos, a un fallo sistémico irreversible y, finalmente, a la
muerte de los organismos afectados (Campbell et al., 2019; Costa et al., 2022; Schilliger et
al.,2023).

La expansion global de Bd se ha visto favorecida por el comercio ilegal de anfibios y por la
persistencia del patdégeno en multiples cuerpos de agua, donde las zoosporas pueden
mantenerse viables y actuar como fuentes de infeccion. Bajo estas condiciones, cualquier
individuo que entre en contacto con ambientes contaminados—o con otros organismos ya
infectados—queda expuesto y vulnerable a la transmision del patogeno (Fisher et al., 2009;

Van Rooij et al., 2015).

Actualmente, no se dispone de un tratamiento efectivo y universalmente aplicable para las
quitridiomicosis. Entre las estrategias exploradas se encuentran las terapias probidticas,
orientadas a revertir o mitigar la infeccion mediante la inoculaciéon de microorganismos
benéficos derivados del microbioma cutaneo de especies de anfibios que muestran
infecciones persistentes, pero no letales (Harris et al., 2009; Jani et al., 2018). No obstante,
la eficacia de estas aproximaciones ha sido limitada: su implementacion no ha logrado
reproducirse de manera consistente ni exitosa a lo largo de las distintas especies evaluadas,
lo que evidencia una marcada especificidad huésped-microbioma y la complejidad de las
interacciones ecoldgicas involucradas (Muletz ef al., 2012; Becker et al., 2015; Kueneman

et al., 2014; Gajewski et al., 2023).

De manera paralela, también se han ensayado diversos tratamientos quimicos con la finalidad
de reducir la carga patogena o eliminar al hongo del hospedero; como, por ejemplo, la accion
fungicida de desinfectantes como hipoclorito, permanganato, formalina, etanol, Virkon,
compuestos de amonio cuaternario, con los cuales se logro definir un protocolo de
desinfeccion de superficies, fomites, equipos en el manejo de anfibios (Johnson ef al., 2003;
Berger et al., 2010). Sin embargo, estos esfuerzos tampoco han generado los resultados

esperados, ya sea por su eficacia limitada, su potencial toxicidad, efectos agresivos al
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hospedero, o por la imposibilidad de aplicarlos a gran escala en condiciones naturales

(Johnson et al., 2003; Berger et al., 2010).

También se han probado algunos tratamientos fisicos, como, por ejemplo, la inoculacién de
probioticos para el hospedador o cepas microbianas productoras de compuestos anti-Bd
(Flechas et al., 2012; Niederle et al., 2019); asi como las terapias de calor, las cuales
consisten en la aplicacion directa de calor a los hospederos, para que con el tiempo se pueda
disminuir o eliminar la carga del patdégeno en la piel del hospedero (Hettyey et al., 2019;
Kasler et al., 2025). Pero, al igual que otros tratamientos —como los quimicos—, no han
sido exitosos a largo plazo, la infeccion vuelve y en algunos casos, la letalidad también.
Algunas de las causas documentadas del fracaso de este tipo de tratamientos son: el rechazo
a la inoculacion probiotica, la diversidad bacteriana tiende a volver a un “equilibrio” o a su
estado “inicial” (Kearns et al., 2017) Asi como que se ha estudiado la resistencia-tolerancia

de las cepas del hongo Bd a las altas temperaturas (Voyles et al., 2017).

Las causas de la variabilidad observada en la eficacia terapéutica son diversas y
multifactoriales. No obstante, existen algunas evidencias que indican que la composicion
inicial de la microbiota del hospedero constituye uno de los factores mas determinantes para
el éxito o fracaso de un tratamiento. Diversos estudios en humanos han demostrado que los
microorganismos asociados al hospedero pueden alterar de manera significativa la
farmacocinética de diversos compuestos, modificando su distribucion tisular, su
biotransformacion e incluso su absorcion (Vanhoefer et al., 2001; Clemente et al., 2012;
Kuznetzova et al., 2017). Estos hallazgos derivan, en gran medida, de estudios clinicos y
experimentales en diversos tipos de cancer, donde se ha observado que numerosos farmacos
empleados en quimioterapia son metabolizados por la microbiota del paciente antes de
alcanzar su blanco terapéutico (Vanhoefer et al., 2001). Este metabolismo previo puede
generar metabolitos secundarios con efectos téxicos o, alternativamente, reducir la
biodisponibilidad del compuesto activo, impidiendo que se alcance la dosis efectiva necesaria
para ejercer su funcion antitumoral (Clemente ef al., 2012). En particular, se ha documentado
que bacterias pertenecientes a géneros como Clostridium, Ruminococcus y Eubacterium

participan en estos procesos, induciendo efectos adversos que comprometen de manera
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significativa la eficacia del tratamiento (Vanhoefer et al., 2001; Kuznetzova et al., 2017,

Weersma et al., 2020; Ting et al., 2022).

Un caso particularmente ilustrativo es el del irinotecan (CPT-11), un farmaco fundamental
en el tratamiento del cancer colorrectal (CCR) y de su forma metastasica (Vanhoefer et al.,
2001; Kuznetzova et al., 2017). Si bien, el incremento de la dosis podria, en principio,
potenciar su eficacia terapéutica, esta estrategia resulta inviable debido a que la interaccion
del compuesto con la microbiota intestinal del paciente desencadena diarrea severa
(Vanhoefer et al., 2001; Kuznetzova et al., 2017). Esta toxicidad gastrointestinal no solo
compromete rapidamente el estado clinico del paciente, sino que también limita de manera
directa el beneficio terapéutico del farmaco (Weersma et al., 2020; Ting et al., 2022). De
forma andloga, interacciones entre microbiota y fArmacos que alteran su eficacia o generan
efectos adversos han sido reportadas también en estudios realizados con anfibios, lo que
sugiere que este fendmeno podria ser un rasgo generalizable entre distintos grupos de

vertebrados (Li et al., 2019a; Li et al., 2019b; Hu et al., 2022).

La microbiota residente no solo puede modular la eficacia de los tratamientos quimicos,
ademds desempefia un papel determinante en el éxito —o fracaso— de las terapias
probiodticas. Diversos estudios han documentado varios mecanismos mediante los cuales la
comunidad microbiana nativa influye en estos tratamientos (D1 Gioia et al., 2020; Gowen et

al.,2023; Ng et al., 2023; Jiang et al., 2025). Entre ellos destacan:

1. El incremento en la resistencia a antibidticos, derivado de la formacion de nuevos
biofilms resultantes de interacciones entre microorganismos residentes y aquellos
introducidos;

2. La generacion de efectos benéficos tinicamente transitorios, producto de cambios no
sostenidos en la composicion microbiana a largo plazo;

3. La baja persistencia de las especies benéficas implantadas, cuya colonizacion suele

ser inestable o efimera;
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4. La necesidad de tratamientos probidticos prolongados, debido a la fuerte resistencia
ecoldgica ejercida por la microbiota residente frente a la incorporacion de nuevos
taxones; y

5. La marcada dependencia de la eficacia terapéutica respecto a la composicion
microbiana inicial del hospedero, lo que introduce una fuerte variabilidad

interindividual en los resultados.

En conjunto, estos factores convierten la implantacion exitosa de una microbiota benéfica en
un desafio significativo para el disefio y aplicacion de terapias probidticas efectivas (D1 Gioia

et al., 2020; Gowen et al., 2023; Ng et al., 2023; Jiang et al., 2025).

La composicion microbiana de la piel puede interferir de manera significativa en la
colonizacion de los microorganismos introducidos con fines terapéuticos, restringiendo su
establecimiento y, en consecuencia, su capacidad para contribuir a la reversion de la infeccion
en individuos humanos afectados (Paetzold et al., 2019; Frerejacques et al., 2020;
Scharschmidt & Segre, 2025) y también en algunos animales (Kiing et al., 2014; Wei et al.,
2023). Estas variaciones en la estructura de la comunidad microbiana tienen implicaciones
profundas en la respuesta inmunologica del hospedero, debido a que influyen tanto en la
activacion de mecanismos de defensa como en la variabilidad en la susceptibilidad frente al
patogeno en anfibios (Kiing et al., 2014; Gajewski et al., 2023). Como resultado, se observan
diferencias marcadas en el desenlace clinico, que pueden abarcar desde infecciones subletales

hasta un deterioro acelerado que culmina en la muerte del organismo (Gajewski et al., 2023).

En consecuencia, en anfibios, la letalidad de la enfermedad no es homogénea, sino que
depende de factores multiples, entre ellos la composicion inicial de la microbiota (Jiang et
al.,2025), 1a especie de hongo quitridiomiceto implicada (Basanta et al., 2022), asi como las
condiciones geograficas y climatoldgicas del ambiente en el que habita el huésped (Garcia-

Rodriguez et al., 2022).

La evidencia disponible en humanos y en animales, muestra que, incluso cuando se
encuentran en bajas abundancias, ciertas bacterias potencialmente patdgenas presentes en la

microbiota pueden facilitar la colonizacion por otros agentes infecciosos y aumentar tanto la
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gravedad como la letalidad de enfermedades emergentes (Young et al., 2017). Esto puede

ocurrir aun cuando dichas bacterias, por si solas, no sean capaces de inducir enfermedad en

organismos considerados clinicamente sanos (Stevens et al., 2021). Este fenomeno —

documentado en el contexto de infecciones bacterianas y fingicas— subraya la importancia

de examinar de manera integral las interacciones entre la microbiota y los patégenos, dado

su papel determinante en la evolucion, progresion y severidad de multiples enfermedades

infecciosas (Young et al., 2017, Stevens et al., 2021; Tewari & Dey, 2024).

Se han identificado diversos tipos de eventos que pueden facilitar interacciones sinérgicas

entre la microbiota y patogenos, potenciando la colonizacion, persistencia o virulencia de

infecciones emergentes:

1)

2)

Transicion de bacterias comensales a patogenas.

Numerosos estudios han demostrado que bacterias consideradas originalmente como
comensales pueden adquirir un comportamiento patégeno cuando las condiciones
ambientales o fisioldgicas del hospedero se vuelven favorables para ello (Stevens et
al., 2021). Factores como alteraciones en el entorno, la presencia de una infeccion
emergente, estados de inmunosupresion o la disrupcion de la microbiota residente
pueden facilitar su expansion (Young et al., 2017). Este proceso, a su vez, incrementa
la letalidad de infecciones causadas por patdégenos primarios (Young et al., 2017;

Stevens et al., 2021; Tewari & Dey, 2024).

Interacciones metabdlicas y ecologicas entre la microbiota residente y los patogenos.

Las bacterias residentes no requieren ser comensales ni patdogenas para influir en la
dindmica de una infeccion; basta con que produzcan metabolitos secundarios o
modifiquen el microambiente de forma que favorezca la invasion o persistencia de un
patogeno (Stevens et al., 2025). Candida albicans, por ejemplo, puede explotar
recursos generados por la microbiota residente para facilitar su invasion,

incrementando asi la severidad de la infeccion (Santus et al., 2021; Stevens et al.,
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2021). Fenémenos semejantes han sido documentados para Staphylococcus aureus

(Will et al., 2025; Stevens et al., 2025).

3) Eventos de evolucion adaptativa.

La evolucién microbiana puede desempenar un papel determinante: bacterias que
actualmente se comportan como comensales con baja patogenicidad pueden adquirir
mutaciones o elementos genéticos moviles —como plasmidos— que aumenten su
virulencia bajo circunstancias especificas. Estas innovaciones pueden contribuir
significativamente a la gravedad de una infeccion (Young et al., 2017; Stevens et al.,
2025).
A pesar de los avances en otros sistemas bioldgicos, aiin se requieren estudios exhaustivos
que exploren la relacion microbiota—patdgeno en el contexto de Bd (Stevens et al., 2025).
Determinar si estas formas de interaccion —transiciones comensal-patdégeno, facilidades
metabolicas o adaptaciones evolutivas— influyen en la invasion, severidad o letalidad

asociada a Bd en anfibios constituye un area de investigacion de alta prioridad.

Las salamandras representan uno de los grupos de anfibios més susceptibles a Bd y a Bsal,
sin embargo, los estudios que abordan la infeccion por estos patdogenos en este grupo en
particular han sido moderadamente escasos en comparacion con otros anfibios (Vazquez
et al., 2009, Bauer et al., 2018). Esto resulta relevante considerando que, si bien Bd presenta
el mayor nimero de detecciones documentadas, a pesar de que, Bsal es el patdgeno especifico
de salamandras, ambos representan una amenaza significativa para estas poblaciones
(Novotny et al., 2024). No obstante, se ha demostrado que Bd también puede ejercer efectos
letales en numerosas especies de salamandras susceptibles, como, por ejemplo, Plethodon
metcalfi, con un 75% de mortalidad (Vazquez et al., 2009), Cryptobranchus alleganiensis
con un 33% de mortalidad (Novotny et al., 2024) y en Aneides aeneus (Bauer et al., 2018),

por lo que su papel en la dindmica epidemioldgica de estos organismos no debe subestimarse.

La conservacion de las salamandras y de los ecosistemas que habitan es de particular

importancia debido a las funciones ecologicas que desempenan (Young et al., 2007). Estos
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anfibios contribuyen al equilibrio de las comunidades biologicas regulando el tamafio de
poblaciones de insectos y controlando la presencia de plagas potencialmente dafinas para el
ecosistema (Young et al., 2007; Kilpatrick et al., 2010). Ademas, su actividad depredadora
beneficia directamente a las comunidades humanas cercanas a cuerpos de agua, porque
ayudan a disminuir la abundancia de mosquitos vectores de enfermedades como dengue,
malaria y zika (Kilpatrick et al., 2010). Esta reduccion natural de vectores permite disminuir
el uso de pesticidas, los cuales no solo afectan de manera negativa a los propios anfibios, sino

también al entorno que habitan (Raghavendra et al., 2008; Dambach, 2020).

Dado que las diferencias en la composicion microbiana de la piel de los anfibios han sido
ampliamente documentadas en multiples especies (Gervasi et al., 2013; Bradley et al., 2019;
Sette et al., 2020; Carter et al., 2021; Hardman et al., 2023; Wan et al., 2024; Osborne et al.,
2024), es razonable plantear la hipotesis de que existe una red de microorganismos “core” —
es decir, un conjunto microbiano central— presente tanto en salamandras infectadas con Bd
como en individuos considerados clinicamente sanos (Wan et al., 2024; Osborne et al.,
2024). La inferencia de estas redes fundamentales, asi como el analisis detallado de la
composicion y estructura de la microbiota cutdnea, puede proporcionar informacion clave

sobre las interacciones que ocurren entre la comunidad microbiana residente y el patogeno.

En particular, comparar la microbiota de animales de la misma especie que se encuentran
dentro o fuera de un proceso infeccioso permitird identificar diferencias ecologicas y
funcionales relevantes. Este enfoque no solo es 1til para comprender la dinamica de la
infeccidn, sino que también resulta crucial para detectar posibles mecanismos de resistencia
a la colonizacion por microorganismos probidticos. Asimismo, puede permitir la
identificacion de taxones microbianos claves asociados con la susceptibilidad o resistencia
al Bd, los cuales podrian constituir objetivos estratégicos para el desarrollo de terapias mas

eficaces y con menos limitaciones.

El presente trabajo pretende estudiar la microbiota cutanea de tres especies de salamandras,
que, por un lado, presentan un estado de salud favorable y por otro, salamandras que se

encuentran en un proceso de infeccion causado por Bd, el cual ha sido detectado. Mediante
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un enfoque bioinformatico integral doble que involucra primero, analisis clasicos para
determinar la composicion, abundancia, estructura y robustez de las comunidades
bacterianas, asi como la deteccion de patogenos presentes, y segundo, el desarrollo de un
método in silico a través del cual disefiar de manera practica, una proteina con multiples
objetivos microbianos, que potencialmente permitira la reestructuraciéon de la microbiota
cutanea de animales con disbiosis a causa de la infeccion por el hongo Bd. Esperando que
dicha reestructuracion, permita restaurar el equilibrio en la microbiota y pueda ser una
proteina tratamiento que pueda coadyuvar a los tratamientos implementados en la actualidad

para potenciar y/o permitir sus efectos.
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ANTECEDENTES

CONTEXTO GLOBAL: CRISIS DE BIODIVERSIDAD

Importancia ecologica y conservacion de los anfibios

La conservacion de los anfibios y de los ecosistemas que habitan es de alta prioridad
ecologica, debido a que estos organismos desempefian funciones clave en multiples niveles
troficos (Kilpatrick et al., 2010). Los anfibios, como depredadores intermedios, contribuyen
significativamente al control de poblaciones de insectos, incluidas especies consideradas
plagas o vectores de enfermedades de relevancia biomédica, como dengue, malaria o zika
(Kilpatrick et al., 2010; Pabijan et al., 2020). Esta funcion ecosistémica tiene implicaciones
directas no solo para la salud ambiental, sino también para la salud publica, particularmente
en comunidades humanas cercanas a los cuerpos de agua donde los anfibios se reproducen

(Pabijan ef al., 2020).

En el contexto actual, la busqueda de alternativas al uso de pesticidas quimicos se vuelve
urgente, porque estos compuestos afectan negativamente no solo la supervivencia de los
anfibios, sino también la calidad del suelo y los ciclos ecologicos asociados (Wolmarans et
al., 2020). En sus fases larvales, muchos anfibios se alimentan de algas y materia orgdnica
en cuerpos de agua, lo cual contribuye al mantenimiento del equilibrio ecoldgico al evitar
proliferaciones algales excesivas que pueden generar zonas hipoxicas (Mathwin et al., 2021).
Cuando las algas forman capas densas que limitan la penetracion de la luz solar, se
compromete la fotosintesis de otras especies acuaticas y se reduce la oxigenacion del agua,
afectando severamente la biodiversidad local (Mathwin et al., 2021; Steigerwald et al., 2024).
Asi, los anfibios no s6lo funcionan como controladores bioldgicos de insectos, sino también
como reguladores del equilibrio limnolégico y de la calidad del agua (Steigerwald et al.,

2024).
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Desafios para la conservacion de los anfibios

Los anfibios —que incluyen ranas, sapos, salamandras y cecilias— constituyen uno de los
grupos vertebrados mas amenazados a nivel global (Ver Figura 1). Su declive se atribuye
principalmente a la degradacion y fragmentacion de hébitats, la contaminacion de cuerpos de
agua, el cambio climético, la comercializacion ilegal y la caza no regulada (Galindo-Bustos
et al.,2014). En paralelo, diversos patogenos emergentes han expandido su rango geografico
y su espectro de hospederos susceptibles, favorecidos por cambios ambientales de origen
antropogénico, lo cual ha resultado en brotes epidémicos con altos niveles de mortalidad

(Pabijan et al., 2020).

Los anfibios estan sometidos a una presion simultanea de factores bidticos y abidticos (Nnadi
& Carter, 2021). La alteracion de ecosistemas acuaticos y terrestres por contaminantes
quimicos, incremento de temperaturas, eutrofizacion, micropldsticos y eventos climaticos
extremos han modificado las condiciones ecoldgicas bajo las cuales evolucionaron estas
especies (McArthur, 2019; Tornabene et al., 2021). Estos cambios también favorecen la
emergencia de patdogenos oportunistas que afectan una amplia gama de organismos,
incluyendo plantas, insectos, reptiles, murciélagos y, con especial severidad, anfibios

(Wilson et al., 2017; Hoyt et al., 2019; Verbrugghe et al., 2019; Origgi et al., 2022).

La comercializacion y el trafico ilegal de anfibios contribuyen no solo a la pérdida directa de
individuos, sino también a la diseminacion global de patdégenos. Animales extraidos de su
ambiente natural adquieren microbiotas alteradas, quedan expuestos a nuevas enfermedades
y actian como vectores bioldgicos que facilitan la colonizacidon de patdgenos en nuevas
regiones y especies (Galindo-Bustos ef al., 2014). Actividades humanas aparentemente
inocuas, como el turismo en areas naturales, pueden introducir microorganismos exoticos a
través del calzado o el contacto con cuerpos de agua, como se ha documentado en la
propagacion del hongo Pseudogymnoascus destructans en murciélagos (Li et al., 2022).
Estudios recientes han comenzado a documentar los efectos de contaminantes emergentes,
como nanoplasticos y microplasticos, sobre las distintas etapas de desarrollo de los anfibios.

Se ha observado que estos contaminantes pueden ser absorbidos por la piel o ingeridos,
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provocando disminucion en la viabilidad de los huevos de forma dosis-dependiente, asi como
malformaciones en cola, aparato digestivo y estructuras cefélicas, edema ventral y
alteraciones en la pigmentacion (Aragjo et al., 2021). También se han reportado cambios en
la expresion de genes clave durante el desarrollo embrionario y en marcadores asociados a la
migracion de la cresta neural, lo que sugiere efectos subletales que podrian comprometer la

aptitud a largo plazo (Araujo et al., 2021).

Lamentablemente, los anfibios se encuentran sometidos a multiples presiones antropogénicas
y ambientales que comprometen su supervivencia. En consecuencia, y sumado al impacto de
enfermedades emergentes como la quitridiomicosis, un nimero considerable de especies de
anfibios en México ha sido incluido en las listas rojas de la Unidn Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN), muchas de ellas categorizadas en los niveles de
mayor preocupacion por su alto riesgo de extincion (Mendoza et al., 2015; Van Rooij et al.,

2015; Basanta et al., 2021; Basanta ef al., 2022).

24



';‘: Nimero de
o'*,' s RA . especies
= a Alto =
"/’ CHIKUAMKUA 2 Medio =
<, 1": z Bajo -
[ S
> 7 DURANGO ) s
- re e e w""s z
e ’
NAYARIT - traayc o]
b .‘«o ",r‘ vu::,t
Seo “’.’f:'::' WOALEO | e . QUINTANA
JALL e 0% o e o ROO
COUMA "\\0""“ ":“:!.‘&.:‘:; A CAMPECHE .-‘
¥ ¢ ".‘!‘ 4("02 s
O‘Q.é' oums Jon Belice
. 9 O AXACA CHIAPAS
Taxa ® Familias Familias |®Especies Especies
Anura 54 A 6333 242
Caudata 10 4 655 137
Gymnophiona 10 1 199 2

Figura 1. Las familias y especies presentes en la Republica Mexicana. En la parte superior
de la figura, se muestran los cuatro tipos de anfibios que existen, de izquierda a derecha, las
salamandras, sapos, ranas y gimnofiones. Posteriormente, en la parte central de la figura, se

muestra un mapa de la reptiiblica mexicana y el nimero de especies de anfibios presente en
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cada estado. Finalmente, en la parte inferior de la figura, se encuentra una tabla que indica el
nimero de Familias de anfibios presentes a nivel mundial y dentro del pais, asi como el
numero de especies de anfibios a nivel mundial y en el pais. Nota. Fuente: Elaboracion

propia. Mapa y fotos modificadas de internet.

Importancia de los anfibios en la ciencia y la biotecnologia

Aunque su papel ecologico es ampliamente reconocido, los anfibios también representan un
recurso de enorme valor para el desarrollo cientifico y biomédico (Mendoza et al., 2015).
Diversas investigaciones han demostrado que estos organismos producen una amplia gama
de compuestos bioactivos con potencial farmacolédgico, lo que los ha posicionado como

modelos clave en biotecnologia y medicina traslacional (Tyler ef al., 1983).

Un caso emblematico es el de Rheobatrachus silus, una rana australiana actualmente extinta.
Esta especie presentaba un comportamiento reproductivo Uinico: las hembras mantienen a sus
crias dentro del estdbmago, inhibiendo temporalmente la produccion de jugos gastricos para
evitar la digestion de los embriones (Tyler et al., 1983). Para ello, secretaban una sustancia
mucosa que protegia eficazmente las paredes gastricas (Corben et al., 1974; Tyler et al.,
1983). El estudio de este mecanismo inspird el desarrollo de farmacos protectores de la
mucosa estomacal, entre ellos la ranitidina, utilizada durante décadas en medicina humana y

veterinaria para tratar gastritis y reflujo acido (Mendoza ef al., 2015).

Ademés de este ejemplo, otras especies de ranas, salamandras e incluso ajolotes han
contribuido significativamente a la investigacion cientifica en diversas areas. Los ajolotes
(Ambystoma mexicanum), por ejemplo, son modelos excepcionales en los estudios de
regeneracion de extremidades y tejidos complejos, aportando informacion clave sobre
mecanismos celulares y genéticos de reparacion tisular (Dwaraka & Voss, 2021). Asimismo,
numerosas especies de anfibios producen péptidos antimicrobianos en su piel, cuya

caracterizacion ha abierto nuevas vias en la busqueda de antibiodticos alternativos frente al
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incremento de resistencias bacterianas (McMillan & Coombs, 2020; Garcia et al., 2024). El
estudio de la metamorfosis en salamandras y anuros también ha proporcionado modelos
unicos para comprender procesos hormonales y la influencia de factores abioticos y bidticos
en el desarrollo, ofreciendo informacion relevante para la biologia del desarrollo y la

endocrinologia comparada (Brown & Cai, 2007).

PATOGENOS EMERGENTES: UNA AMENAZA GLOBAL

Infecciones emergentes causadas por patégenos en animales

Las enfermedades emergentes en animales estan incrementando su aparicion con el tiempo,
ver Figura 2 (McArthur ef al., 2019). Los eventos climaticos que alteran aspectos como la
temperatura, humedad y pH de una region geografica, pueden otorgar las condiciones
optimas de crecimiento de patégenos que son capaces de causar enfermedades nuevas y, por

lo tanto, de gravedad en cualquier hospedero (McArthur et al., 2019).

Este cambio en las condiciones climaticas, no solamente esta afectando a los
microorganismos residentes del suelo y el agua; también es capaz de inducir un estado de
estrés continuo en ciertos animales expuestos, lo que tiene como resultado un cambio en su
sistema inmune, una supresion que puede brindar las condiciones ideales para patdogenos
emergentes, los cuales no podran ser identificados inmediatamente por las defensas primarias
-como lo son la microbiota residente o la produccion directa o indirecta de AMP’s
(Antimicrobial Peptides) ni respuestas secundarias del hospedero -que involucran a la
inmunidad adaptativa o adquirida (Lorch et al., 2016; Campbell et al., 2019; Costa et al.,
2022; Schilliger et al., 2023).

El resultado son defensas incapaces de atacar al patdogeno, por lo tanto, una mayor facilidad
en la colonizacion y crecimiento del mismo; y finalmente, un hospedero con signos de
enfermedad que evolucionan rapido, acelerando el descenso del hospedero (Lorch et al.,
2016; Campbell et al., 2019). Por eso el estudio de los patégenos emergentes ha adquirido

gran interés; por su potencial para provocar la extincion de varias especies en lapsos cortos
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de tiempo (Lorch et al., 2016; Campbell et al., 2019; Costa et al., 2022; Schilliger et al.,
2023).

Todos los animales pueden ser vulnerables ante la aparicion de un patdégeno emergente, pero,
estas infecciones han sido mayormente descritas en iguanas, camaleones, geckos, serpientes,
murciélagos, ranas y salamandras (Lemieux-Labonté et al., 2020; Hoyt et al., 2019). Ademas
de que se puede observar un tendencia en los registros de esta problematica, que nos indica
que son causadas por hongos principalmente (Lemieux-Labonté et al., 2020; Hoyt et al.,
2019; Lorch et al., 2016; Origgi et al., 2022). En la literatura hay varios ejemplos de
patogenos que podriamos citar, entre ellos, el hongo Ophidiomyces ophiodiicola, conocido
como (SFD), que es el agente patogeno causal de la dermatitis y posterior enfermedad
multisistémica vista tanto en serpientes silvestres como serpientes que viven en cautiverio

(Lorch et al., 2016; Origgi et al., 2022).

Ademas, el caso de mayor interés para este trabajo, debido a similitudes puntuales con el
modelo de estudio aqui analizado; es el sindrome de nariz blanca (SNB), esta infeccion es
nueva y recurrente en los murciélagos durante su periodo de hibernacion (Lemieux-Labonté
et al., 2020). Es una enfermedad causada por el hongo Pseudogymnoascus destructans.
Desafortunadamente, no pudo ser identificado antes de que causara la muerte a gran escala

de murciélagos en América durante el afio 2006 (Lemieux-Labonté et al., 2020).

El SNB ha sido tratado con antimicoticos como el Itraconazol y el Ketoconazol; ademas, que
se han probado distintos tratamientos probioticos, que han logrado identificar a una bacteria
de importancia en la salud de los murciélagos; Pseudomonas fluorescens, que tiene un efecto

positivo importante durante la mitigacion de la infeccion (Hoyt et al., 2019).
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Figura 2. Las lesiones en los animales que son ocasionadas por patogenos emergentes.

Se muestran varias imdgenes del dafio causado debido a infecciones por hongos en distintos
animales: ranas, salamandras, murci¢lagos, iguanas, serpientes, peces, geckos y camaleones.
Nota. Fuente: Elaboracion propia, fotografias modificadas de internet — créditos a quién

corresponda.

B. dendrobatidis, B. salamandrivorans y su especificidad de hospedero

A pesar de que se han documentado brotes de quitridiomicosis en anfibios alrededor del
mundo, se ha demostrado que Bd no es el tinico patdogeno capaz de causar esta enfermedad
(Yap et al., 2017). En particular, Bsal ha sido identificado como un agente etioldgico
adicional, responsable de episodios de infeccién en salamandras, incluidos algunos casos

reportados en ranas y sapos (Yap et al., 2017; Towe et al., 2021).

De manera notable, se ha demostrado que, bajo determinadas condiciones ambientales, la
rana Osteopilus septentrionalis puede presentar una alta susceptibilidad a la infeccién por

Bsal (Yap et al., 2017). Este hallazgo pone de manifiesto que las condiciones ambientales
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desempefian un papel fundamental en la emergencia y dispersion de este tipo de patdgenos,
y evidencia ademas la plasticidad de los factores de virulencia que caracterizan a estos
hongos quitridiomicetos, los cuales pueden facilitar la colonizacion de hospederos distintos

a aquellos considerados primarios (Towe et al., 2021).

Origen y expansion de la infeccion

La enfermedad infecciosa que afecta a los anfibios y que es causada por el hongo B.
dendrobatidis fue observada y descrita por primera vez a finales del siglo XX (O’Hanlon et
al., 2018). Los primeros reportes documentados corresponden a Australia, donde en 1998 se
detectaron lesiones cutdneas compatibles con quitridiomicosis en cadaveres de ranas, lo que
permitidé reconocer la presencia de un agente patdégeno previamente desconocido (Longcore
et al., 1999; Nichols et al., 2001; O’Hanlon et al., 2018). Estos hallazgos iniciales marcaron
el inicio del reconocimiento de una enfermedad emergente con consecuencias sin precedentes

para las poblaciones de anfibios a nivel global (Nichols et al., 2001).

La identificacion genética del hongo y su descripcion formal como una especie nueva
ocurrieron en 1999 (Longcore et al., 1999), lo que permitié avanzar en la caracterizacion de
su biologia, patogenicidad y distribucion (Scheele et al., 2019). Posteriormente, en 2008, Bd
fue catalogado por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA) como un patégeno
de alto riesgo para la fauna, debido a su elevada capacidad de dispersion y a las altas tasas de
mortalidad asociadas a la infeccion (Fisher et al., 2009). Desde entonces, ésta
quitridiomicosis se ha expandido de manera acelerada en amplias regiones del planeta, un
proceso que ha sido facilitado principalmente por la comercializacion y el transporte global
de anfibios, tanto con fines comerciales como cientificos y recreativos (Fisher et al., 2009;

Scheele et al., 2019).

A la fecha, el origen de Bd sigue siendo objeto de debate. No obstante, multiples estudios
han propuesto a Asia como la region de distribucion primigenia del patdgeno, identificandose
como un punto clave en la dispersion global de al menos cinco linajes genéticos distintos del
hongo (Fisher et al., 2009; Sewell et al., 2021). Esta diversidad genética sugiere una historia

evolutiva compleja, en la que ciertos linajes habrian coexistido de manera endémica con sus

30



hospederos, mientras que otros adquirieron caracteristicas que facilitaron su expansion global

y elevada virulencia (Sewell et al., 2021).

Distribucion mundial de B. dendrobatidis

Los registros disponibles sobre la deteccion y expansion de la infeccion por Bd no han sido
obtenidos de manera continua ni sistematica a escala global (Martel ez al., 2013). Idealmente,
se contarian con reportes periddicos —al menos anuales— que permitieran evaluar con
precision la dinamica espacio-temporal del patdgeno (Olson et al., 2021). Sin embargo, la
informacion actualmente disponible se limita, en gran medida, a analisis comparativos de su
distribucion mundial entre los afios 2014 y 2019 (Ver Figura 3). Estos datos evidencian un
incremento preocupante tanto en la extension geografica de la infeccion como en el nimero

de casos positivos detectados a nivel global (Martel et al., 2013; Olson et al., 2021).

Aungque la distribucion actual de Bd no se conoce con exactitud, no resulta arriesgado suponer
que la situacion podria ser ain mas critica en anos recientes (Olson ef al., 2021). Esta
inferencia se sustenta en la capacidad del hongo para persistir en el ambiente mediante
zoosporas viables en superficies y cuerpos de agua, lo que facilita su dispersion continua y
dificulta su erradicacion (Martel et al., 2013; Olson et al., 2021). La ausencia de monitoreos
globales actualizados limita la evaluacion precisa del riesgo actual y subraya la necesidad de
enfoques complementarios que permitan anticipar escenarios futuros de propagacion (Martel

etal., 2013).
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Martel et al., 2013, Olson et al., 2021 y Pascale van Rooij et al., 2015

Figura 3. Distribucion mundial de la infeccion (Bd). Se muestran la mdas reciente
distribucion del hongo Bd. Los puntos rojos representan los sitios en donde ha sido detectado
el hongo, amarillo no detectado y gris donde no hay datos. Se hace una comparacion con
entre los afos A) 2014 y B) 2019. Nota. Fuente: Elaboracion propia. Iméagenes de: A. Martel
& F. Pasmans (Ghent University), UTIA Bsal Project, Martel ef al., 2013, Olson et al., 2021

y Pascale van Rooij ef al., 2015, todas via busqueda Google.

EL CASO PARTICULAR: B. DENDROBATIDIS EN MEXICO
B. dendrobatidis en México

En el contexto de México, esfuerzos recientes de muestreo y deteccion dirigidos
especificamente a la cepa Bsal han indicado, de manera alentadora, que este patdgeno aun no
se encuentra distribuido en el pais ni en ninguna parte del continente americano (Basanta et
al., 2022; Olson et al., 2024). En contraste, Bd ha sido ampliamente reportado en diversas
regiones del territorio nacional. Estudios epidemiologicos han identificado que al menos 41
especies de anfibios, de un total de 103 individuos muestreados, presentan vulnerabilidad a

la infeccion por Bd (Basanta et al., 2021).
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Los estados de la Republica Mexicana en los que se ha documentado la presencia de Bd
incluyen Guerrero, Chiapas, Oaxaca, Puebla, Sonora, Estado de México, Morelos, Baja
California, Michoacan, Tamaulipas, Veracruz e Hidalgo, afectando principalmente a
especies de anuros y caudados (Mendoza ef al., 2015). Esta situacion resulta particularmente
alarmante, porque muchas de estas regiones albergan una alta riqueza de especies endémicas,
lo que incrementa el riesgo de pérdidas irreversibles de biodiversidad asociadas a la
quitridiomicosis (Mendoza et al., 2015; Van Rooij et al., 2015; Basanta et al., 2021; Basanta
etal., 2022).

De acuerdo con datos de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) publicados en 2010, el territorio mexicano alberga mas de 376 especies de
anfibios, lo que posiciona a México como el quinto pais con mayor diversidad de anfibios a
nivel mundial (Rollins-Smith & Le Sage, 2021). Esta riqueza no se limita inicamente a ranas,
sapos y salamandras, sino que incluye también grupos menos conocidos, como los
gimnofiones y especies emblematicas como los ajolotes (Ribas et al., 2022). En este contexto,
la presencia de Bd y la potencial introduccion de Bsal resultan particularmente preocupantes,
no solo por su elevada capacidad infectiva y alta letalidad, sino también por su potencial para
generar coinfecciones que podrian exacerbar la severidad de la enfermedad y acelerar el
colapso de poblaciones vulnerables (Ossiboff et al., 2019; McDonald et al., 2020; Rollins-
Smith & Le Sage, 2021; Ribas et al., 2022).

Transmisibilidad y ciclo de vida de B. dendrobatidis

A la fecha, se reconoce que los cuerpos de agua asociados a poblaciones de anfibios
susceptibles constituyen los principales reservorios y focos de infeccion para la transmision
de la enfermedad causada por Bd (Kriger & Hero, 2007). El ambiente acuatico representa un
componente esencial del habitat de los anfibios, muchas de las especies albergan ahi a la
totalidad o gran parte de sus etapas larvarias durante su ciclo de vida (Kolby et al., 2015).
Esta estrecha dependencia explica, en parte porqué la infeccion por Bd se origina se

manifiesta con mayor severidad en determinadas especies, particularmente en anuros con
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ciclos de vida altamente ligados a ambientes acuaticos (Johnson & Speare, 2003; Kriger &

Hero, 2007; Kolby et al., 2015).

Uno de los aspectos mas relevantes en la epidemiologia de Bd es la diversidad de organismos
que pueden participar en su transmision (Brannelly et al., 2017). Se ha documentado la
existencia de hospederos portadores que forman parte del espectro conocido de especies
susceptibles y que pueden presentar signos clinicos evidentes de la infeccion (McMahon et
al., 2013). Sin embargo, también se han identificado individuos que, aun estando infectados,
no manifiestan sintomas aparentes, lo que sugiere la presencia de mecanismos de resistencia
o tolerancia al patdégeno (Byer et al., 2024). Adicionalmente, se ha demostrado que otros
animales y diversos fomites pueden actuar como vectores de transmision, facilitando la
dispersion del hongo sin verse necesariamente afectados por su presencia (McMahon ef al.,

2013; Brannelly et al., 2017; Byer et al., 2024).

Hasta el momento, existe informacion limitada sobre los mecanismos mediante los cuales Bd
es capaz de detectar la presencia de un hospedero en los cuerpos de agua (Thekkiniath et al.,
2015). No obstante, se ha propuesto que los anfibios secretan de manera constante diversos
metabolitos secundarios y hormonas que, si bien resultan imperceptibles para otros
individuos de la misma especie, pueden ser detectados por el hongo patogeno (Thekkiniath
et al., 2013). Estas moléculas actuarian como sefales quimicas capaces de activar distintas
fases del ciclo de vida del hongo, asi como de facilitar los procesos de colonizacion del
hospedero y, potencialmente, de inducir la expresion de factores de virulencia (Thekkiniath

et al., 2013; Thekkiniath et al., 2015; Fonner et al., 2017).

Asimismo, Bd presenta una notable plasticidad ecoldgica que le permite infectar no sélo en
ambientes acuaticos —donde afecta principalmente a ranas y sapos—, sino también persistir
en ambientes terrestres (Lam et al., 2011). El hongo puede dispersarse y localizar hospederos
terrestres mediante estructuras resistentes de su ciclo de vida, particularmente las zoosporas,
las cuales son funcionalmente andlogas a las esporas de otros hongos y le confieren una
elevada capacidad de supervivencia y transmision en condiciones ambientales variables

(Moss et al., 2008; Lam et al., 2011).
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Una vez que Bd ha localizado a su hospedero, por ejemplo, en un cuerpo de agua, el hongo
inicia el proceso de infeccion mediante la adhesion progresiva a la superficie de la piel en
forma de zoospora ameboide (Kilpatrick et al., 2010; Pereira et al., 2021; Brannelly et al.,
2017). Posteriormente, la zoospora entra en una fase de maduracion durante la cual crece, se
fija al epitelio cutdneo y desarrolla estructuras rizoidales que facilitan la colonizacién del
tejido (Pereira et al., 2021). Este proceso culmina con la formaciéon de un esporangio, capaz
de generar un tubo germinal que permite la invasion de las células epiteliales, dando lugar a
una fase intracelular del patogeno, Ver Figura 4 (Kilpatrick et al., 2010; Pereira et al., 2021;
Brannelly et al., 2017).

Una vez establecido en el interior de las células del epitelio, el hongo forma un zoosporangio
que migra nuevamente hacia la superficie de la piel, donde libera miles de zoosporas méviles
(Pereira et al., 2021). Estas zoosporas representan la fase infectiva primaria del ciclo de vida
de Bd, porque poseen la capacidad de dispersarse en el ambiente y de iniciar nuevas
infecciones en otros anfibios, tanto en entornos acuaticos como terrestres (Kilpatrick et al.,

2010).
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Figura 4. El ciclo de vida del hongo Bd y sus reservorios. Se muestra el ciclo de vida del
patdgeno iniciando como zoospora, madurando hasta convertirse en un esporangio, que, a su
vez, puede liberar mas zoosporas que tendran la capacidad de infectar a otros anfibios.
También en esta etapa, pueden diseminarse en la piel e incluso pueden llegar a los 6rganos.
Se cree que la etapa de zoospora y la ameboide, puede estar presente en cuerpos de agua,
sedimentos o suelo y, por lo tanto, ser la causa de transmision de la enfermedad. Finalmente
se muestran también los potenciales vectores que se cree que podrian estar ayudando a la

dispersion del hongo. Nota. Fuente: Elaboracion propia mediante Biorender y Powerpoint.

MECANISMOS DE PATOGENESIS

Aspectos inmunoldgicos anfibios-B. dendrobatidis

El sistema inmune de los anfibios incluye defensas innatas y adaptativas que son cruciales

para combatir infecciones, especialmente en la piel, 6rgano principalmente afectado por el
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hongo B. dendrobatidis. Las defensas innatas comprenden péptidos antimicrobianos en la
piel, inmunoglobulinas especificas y el sistema del complemento, que puede inhibir el
crecimiento de Bd mediante mecanismos como inflamacion y lisis del patogeno (Ramsey
et al., 2010; Rodriguez & Voyles, 2020; Pacheco et al., 2024). Sin embargo, Bd puede evadir
o suprimir la respuesta inmune adaptativa, limitando la activacion de anticuerpos y células
inmunes efectivas, lo que favorece su persistencia en el hospedador (Rollins-Smith, 2020;
Rollins-Smith & Le Sage, 2021). La temperatura ambiental influye fuertemente en la
respuesta inmune: a temperaturas optimas se observa una mayor expresion de defensas
innatas como péptidos antimicrobianos, mientras que a temperaturas bajas la respuesta se
vuelve més inflamatoria pero menos efectiva para controlar la infeccion (Ribas et al., 2009).
Ademas, Bd puede reducir la capacidad de las salamandras para montar respuestas inmunes
mediadas por células, evidenciando un compromiso funcional del sistema inmune durante la
infeccion (Venesky & Laskey, 2022). En algunas especies vulnerables como Atelopus zeteki,
las secreciones cutaneas pueden incluso favorecer el crecimiento del hongo, mostrando que

las defensas inmunes no siempre son protectoras y varian entre especies (Gass & Voyles,

2022).

En conjunto, estas investigaciones muestran que, aunque los anfibios poseen multiples
mecanismos inmunitarios para defenderse de Bd, el hongo ha desarrollado estrategias para
evadirlos o debilitarlos, y factores ambientales como la temperatura modulan
significativamente esta interaccion (Ribas et al., 2009; Ramsey et al., 2010; Rodriguez &
Voyles, 2020; Rollins-Smith, 2020; Rollins-Smith & Le Sage, 2021; Venesky & Laskey,
2022; Gass & Voyles, 2022; Pacheco et al., 2024).

Signos y sintomas observados en animales infectados

La infeccion por Bd se manifiesta en los anfibios a través de un conjunto de signos clinicos
que abarcan alteraciones conductuales, lesiones cutdneas y disfunciones fisioldgicas
(Peterson et al., 2013). Entre los cambios de comportamiento mas frecuentemente reportados
se encuentran el letargo, la disminucion de la actividad general y la pérdida de la coordinacion

motora (Parra Olea, 2021). En el caso de los anuros, estas alteraciones pueden traducirse en
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una locomocion andmala, caracterizada por saltos torpes o una movilidad limitada de las
extremidades. Asimismo, se ha documentado una reduccion del apetito y, en etapas

avanzadas de la infeccidn, un estado general de debilidad (Peterson ef al., 2013).

Ademas de estos signos inespecificos, existen manifestaciones cutaneas caracteristicas de la
enfermedad (Parra Olea, 2021). Entre ellas se incluyen la formacion de llagas y lesiones
superficiales, cambios en la coloracion de la piel, la aparicion de poros con pigmentacion
oscura, un incremento anormal en la produccion de mucosidad cutdnea y una aceleracion del
recambio epidérmico, fenomeno que puede observarse como una descamacion excesiva de

la piel, ver Figura 5 (Peterson et al., 2013; Parra Olea, 2021).

La colonizacion del patdgeno y la consecuente alteracion de la integridad del tegumento
generan una disrupcion progresiva de las funciones fisioldgicas esenciales de la piel (Sewell
etal.,2021). En particular, se ven comprometidos procesos criticos como la osmorregulacion
y el intercambio gaseoso, funciones que en los anfibios dependen en gran medida del epitelio
cutaneo (Brannelly ef al., 2017). La pérdida de este equilibrio fisioloégico puede derivar en
alteraciones electroliticas severas, paros cardiacos, insuficiencia respiratoria o asfixia,
culminando finalmente en la muerte del individuo infectado (Brannelly et al., 2017; Sewell

etal., 2021).

Martel et al., 2013, Olson et al., 2021 y Pascale van Rooij et al., 2015

Figura 5. Signos de la infeccion. Se muestran los signos observados en salamandras por Bd

y Bsal. También muestra los signos macroscopicos y microscopicos que causa la infeccion
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vistos en salamandras. Dafio en la piel a nivel microscopico, efecto de Bd y Bsal en la piel,
genera manchas blancas y pérdida de pigmentacion. Neta. Fuente: Elaboracion propia.
Imagenes de: A. Martel & F. Pasmans (Ghent University), UTTA Bsal Project, Martel et al.,
2013, Olson et al., 2021 y Pascale van Rooij et al., 2015, todas via busqueda Google.

LA MICROBIOTA COMO FACTOR MODULADOR
La microbiota y sus efectos en humanos y animales

El concepto de microbiota, definido como el conjunto de microorganismos que colonizan un
organismo o un ambiente especifico, comenz6 a consolidarse a principios del siglo XX
(Khosravi & Mazmanian, 2013). Durante este periodo, la investigacion microbioldgica se
centr6 predominantemente en el estudio de bacterias patdgenas y su vinculo directo con
enfermedades infecciosas (Lu et al., 2020). Sin embargo, de manera paralela, surgié un
interés creciente por comprender el papel ecologico y funcional de los microorganismos
asociados a distintos nichos del hospedero (Hou et al., 2022). Esta perspectiva permitio
reconocer que dichas comunidades microbianas no solo coexisten con el hospedero, sino que
participan activamente en procesos fisiologicos, metabolicos e inmunoldgicos fundamentales
para su desarrollo y supervivencia (Khosravi & Mazmanian, 2013; Lu et al., 2020; Hou et

al., 2022).

Uno de los mas influyentes enfoques en el estudio de comunidades microbianas fue el analisis
de la microbiota intestinal en humanos, el cual permiti6 establecer que los microorganismos
no deben considerarse inicamente como agentes patégenos, sino también como componentes
funcionales capaces de establecer interacciones mutualistas con el hospedero (Derovs et al.,
2019). A partir de estos estudios surgio el concepto de que la salud del organismo depende,
en gran medida, del mantenimiento de un equilibrio dindmico entre comunidades
microbianas con funciones benéficas y aquellas que, bajo ciertas condiciones, pueden
perturbar dicho estado (Bosch et al., 2024). La pérdida de este equilibrio —actualmente

denominada disbiosis— ha sido identificada como un factor clave asociado a una amplia
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gama de patologias y alteraciones fisiologicas, tanto en humanos como en otros organismos

(Clemente et al., 2012; Derovs et al., 2019; Bosch et al., 2024).

En la actualidad, se reconoce que los microorganismos que habitan el intestino, la piel, las
mucosas y otras interfaces del organismo desempefan funciones fundamentales en la
homeostasis del hospedero (Chau et al., 2011). Diversos estudios han demostrado que
determinadas comunidades microbianas participan activamente en la modulacion del sistema
inmune, entre otros mecanismos, a través de la produccion de péptidos antimicrobianos (Xu
et al., 2020). La liberacion de estos compuestos regula la colonizaciéon de otros
microorganismos y contribuye al establecimiento y mantenimiento de una estructura
microbiana estable (Chau et al., 2011). Este estado de equilibrio es crucial para preservar la
salud del hospedero y, cuando se ve alterado, puede conducir a procesos patoldgicos

asociados a disbiosis (Derovs et al., 2019).

Diversos grupos de investigacion han documentado el papel central de la microbiota en
estados de disbiosis y su asociacion con una amplia variedad de enfermedades (Derovs et al.,
2019). Patologias como la depresion (Brown ef al., 2023), la obesidad y otros trastornos
metabolicos (Riquelme et al., 2019; Nejman et al., 2020) han demostrado estar determinadas
por factores que trascienden la genética del hospedero. En este contexto, se ha observado que
variaciones en la diversidad, la abundancia y la composicion taxondémica de la microbiota
intestinal se correlacionan con una mayor susceptibilidad o resistencia a dichos

padecimientos (Derovs et al., 2019; Brown et al., 2023).

Asimismo, estos perfiles microbianos no son estaticos ni universales, sino que se configuran
dinamicamente en funcion de factores como la dieta, el ambiente y el historial de exposicion
a microorganismos (Ivanov & Honda, 2012). Esta plasticidad ecoldgica explica por qué no
existen dos individuos con una microbiota idéntica y resalta la importancia de considerar al
microbioma como un sistema dindmico y altamente dependiente del contexto (Ivanov &

Honda, 2012; Clemente ef al., 2012).

En la actualidad, se reconoce que la microbiota no solo participa en la absorcion de nutrientes,

sino que también desempefia un papel determinante en la modulaciéon de la distribucion,
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biodisponibilidad y eficacia de los farmacos dentro del organismo (Vanhoefer et al., 2001;
Clemente et al., 2012; Kuznetzova et al., 2017). Esta linea de investigacion ha sido
desarrollada principalmente en el ambito oncologico, donde se ha documentado que
numerosos agentes quimioterapéuticos pueden ser metabolizados por la microbiota del
paciente antes de ejercer su accion terapéutica (Clemente et al., 2012). Dichas
transformaciones microbianas pueden dar lugar a metabolitos secundarios con potencial
toxicidad o, alternativamente, reducir la fraccién biodisponible del farmaco, impidiendo que

se alcance una dosis clinicamente efectiva (Kuznetzova et al., 2017).

Se ha documentado, por ejemplo, que bacterias pertenecientes a los géneros Clostridium,
Ruminococcus y Eubacterium pueden inducir efectos adversos que restringen de manera
significativa el rango terapéutico de distintos farmacos (Ting ef al., 2022). Un ejemplo
paradigmatico como el irinotecan (CPT-11), un agente quimioterapéutico de relevancia
clinica en el tratamiento del cancer colorrectal (CRC) y de su forma metastasica (Weersma
et al., 2020). Aunque el incremento de la dosis podria traducirse en una mayor eficacia
antitumoral, esta estrategia resulta inviable en la practica clinica, porque la interaccion entre
el farmaco y la microbiota intestinal del paciente puede desencadenar diarrea severa
(Kuznetzova et al., 2017). Este efecto adverso compromete rapidamente el estado fisioldgico
del paciente y limita la posibilidad de alcanzar un tratamiento efectivo (Vanhoefer et al.,

2001; Kuznetzova et al., 2017; Weersma et al., 2020; Ting et al., 2022).

En respuesta a estas limitaciones, una de las estrategias emergentes en biomedicina consiste
en el diseflo racional de farmacos que incorporen de manera explicita el conocimiento sobre
las interacciones entre los tratamientos y la microbiota del hospedero (Kuznetzova et al.,
2017). La identificacion de los mecanismos microbianos responsables de la generacion de
efectos secundarios permite ajustar la formulacién, la dosificacion o el modo de
administracion de los compuestos con el objetivo de minimizar dichas interferencias (Torres-
Carrillo et al., 2023). Este enfoque abre la posibilidad de incrementar la dosis terapéutica sin
comprometer la seguridad del paciente, mejorando de forma sustancial la eficacia clinica
(Ting et al.,2022). La viabilidad de este planteamiento ha sido demostrada en diversos casos,

en los cuales la integracion del componente microbioldgico permitid optimizar la
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intervencion terapéutica (Vanhoefer et al., 2001; Weersma et al., 2020; Ting et al., 2022;
Torres-Carrillo et al., 2023).

El andlisis de las interacciones entre la microbiota y la eficacia de los tratamientos
farmacologicos ha dado lugar a un campo emergente conocido como farmamicrobidomica
(Weersma et al., 2020; Ting et al., 2022; Torres-Carrillo et al., 2023). Este enfoque se centra
en el estudio de como la microbiota, en particular la intestinal, puede modular tanto la
efectividad terapéutica de los firmacos como la aparicion y severidad de efectos secundarios
asociados a su administracion (Vanhoefer et al., 2001; Kuznetzova et al., 2017; Weersma et

al., 2020; Ting et al., 2022).

Hasta la fecha, la mayor parte de la evidencia disponible proviene de estudios en contextos
clinicos humanos (Ting et al., 2022). En consecuencia, existe una notable ausencia de
investigaciones que evaluen de manera sistematica el papel de la microbiota en la modulacion
de la eficacia de tratamientos dirigidos a enfermedades infecciosas en fauna silvestre
(Vanhoefer et al., 2001). Asimismo, permanece inexplorada la posibilidad de que el
incremento observado en la resistencia de patdgenos a determinados compuestos terapéuticos
esté vinculado a interacciones con la microbiota residente del hospedero, ya sea benéfica o
alterada, tanto a nivel oral como intestinal (Weersma et al., 2020). De igual forma, no se han
desarrollado estrategias terapéuticas que integren explicitamente una vision ecologica del
microbioma, en la cual se considere no sélo la eliminacion del patogeno, sino también la
restauracion de la estructura comunitaria y de sus interacciones funcionales, incorporando de
manera conjunta las dinamicas entre probioticos, patogenos y redes microbianas (Vanhoefer

et al., 2001; Kuznetzova ef al., 2017; Weersma et al., 2020; Ting et al., 2022).

La microbiota residente no solo puede modular la eficacia de los tratamientos quimicos, sino
que también influye de manera directa en el éxito de las terapias probioticas (Di Gioia et al.,
2020; Gowen et al., 2023; Ng et al., 2023; Jiang et al., 2025). Diversos estudios han
evidenciado que la introduccidon de microorganismos exogenos puede desencadenar efectos
no deseados, como el incremento en la resistencia a antibioticos derivado de la formacion de

nuevos biofilms entre microorganismos residentes y microorganismos implantados (Jiang et
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al., 2025). Asimismo, se ha observado que los beneficios terapéuticos asociados a cambios
en la composicion microbiana suelen ser transitorios, porque la microbiota benéfica
introducida frecuentemente no logra establecer una colonizacién estable a largo plazo (Ng et
al., 2023). Esto obliga, en muchos casos, a la aplicacion prolongada de tratamientos
probidticos, cuya eficacia depende de manera critica de la composicién original de la
microbiota del hospedero y de la resistencia ecoldgica que esta ejerce frente a nuevos
colonizadores (Di Gioia et al., 2020). En consecuencia, la implantacion exitosa de
comunidades microbianas terapéuticas representa uno de los principales obstaculos en este
tipo de intervenciones (Di Gioia et al., 2020; Gowen et al., 2023; Ng et al., 2023; Jiang et
al., 2025).

Si bien la microbiota intestinal ha sido una de las mas extensamente estudiadas, no constituye
la tnica de relevancia biologica (Ng et al., 2023). Otras comunidades microbianas, como la
microbiota cutdnea y la asociada a las mucosas, han adquirido un interés cientifico creciente
debido a su papel potencial en la resistencia frente a patdgenos y en la regulacion de procesos
fisiologicos clave del hospedero (Derovs et al., 2019). En particular, la composicion
microbiana de la piel puede interferir de manera significativa en la colonizacion de
microorganismos introducidos con fines terapéuticos, limitando su establecimiento y, por
ende, su capacidad para favorecer la reversion de la infeccion en individuos afectados
(Gowen et al., 2023). Estas variaciones en la estructura de la comunidad microbiana tienen
implicaciones profundas en la respuesta inmunologica del hospedero, especialmente en la
produccion de mecanismos de defensa y en la variabilidad de la susceptibilidad a la
enfermedad (Derovs et al., 2019). Como resultado, el desenlace clinico puede variar
ampliamente, desde infecciones subletales hasta un deterioro rapido y la muerte del

organismo (Gajewski et al., 2023).

43



La microbiota en anfibios

La microbiota asociada a un huésped es de gran importancia para el individuo; debido a que
se sabe que esta relacionada a la resistencia a ciertas enfermedades creando moléculas de
defensa, y también benefician la salud en general, porque tienen la capacidad de evitar el
crecimiento de patdgenos que podrian ser una amenaza (Harris et al., 2009; Bahrndorff et
al.,2016). En el caso de los anfibios, se ha visto que parte de los microorganismos asociados
a la piel ayudan a inhibir el crecimiento de patogenos como Bd o Bsal (Harris et al., 2009),
o en el caso de los murciélagos ayuda a evitar infecciones causadas por patdgenos emergentes

como el hongo Pseudogymnoascus destructans que causa el sindrome de nariz blanca (Hoyt

et al., 2019).

El papel de la microbiota residente en anfibios

El sistema inmune de los anfibios presenta diferencias sustanciales con respecto al sistema
inmune humano, particularmente en lo que concierne a sus mecanismos de defensa innata
(Varga et al., 2019). La mayoria de las especies de anfibios es capaz de secretar, a través del
moco presente en la piel, una amplia variedad de moléculas con actividad antimicrobiana que
constituyen la primera linea de defensa frente a infecciones (Ruiz & Robert, 2023). Este
sistema funcional es comparable, en términos generales, a la inmunidad innata descrita en
humanos, aunque con caracteristicas fisiologicas y ecologicas propias de este grupo (Varga

et al.,2019; Ruiz & Robert, 2023; O, 2025).

Las bacterias asociadas a la piel desempefian un papel clave en este sistema de defensa y
pueden tener distintos origenes funcionales (Araya ef al., 2019). Por un lado, existen bacterias
protectoras o con potencial probidtico que colonizan la piel del hospedero y son capaces de
producir péptidos antimicrobianos (AMPs) (Bourquin et al., 2022). Estas moléculas, en
conjunto con el moco cutaneo, contribuyen indirectamente a la defensa inmunoldgica del
hospedero (Berg et al., 2020). Por otro lado, los anfibios también poseen la capacidad de

sintetizar y secretar de manera autbnoma AMPs de origen endogeno, los cuales

44



complementan la accidon de la microbiota y fortalecen la respuesta inmune innata (Araya et

al., 2019; Berg et al., 2020; Bourquin et al., 2022).

Entre los péptidos antimicrobianos identificados en diversas especies de anfibios se
encuentran la magainina 2, brevinina-1, dermaseptina S1, las temporinas y las esculentinas
(Boman et al., 2003). Estos compuestos han demostrado actividad antimicotica frente a Bd,
lo que subraya su relevancia en la resistencia natural de algunas especies a la quitridiomicosis
(Bartels et al., 2019). Ademas, estos péptidos presentan un notable potencial biotecnologico,
porque se les han atribuido propiedades adicionales, incluyendo actividades
anticancerigenas, antiparasitarias, espermicidas y antivirales (Boman et al., 2003; Bartels et

al., 2019).

En relacion con los mecanismos de defensa mediados por bacterias residentes en la piel,
estudios recientes han logrado identificar y aislar a Janthinobacterium lividum, una bacteria
presente en la microbiota cutdnea de algunos anfibios que, de manera notable, muestran
resistencia o tolerancia a la infeccion causada por Bd (Becker et al., 2009) En estos casos, la
enfermedad puede cursar de forma asintomatica o con signos clinicos minimos, lo que

sugiere un papel protector de esta bacteria frente al patdogeno (Rollins-Smith et al., 2009).

El principal compuesto bioactivo producido por J. lividum es la violaceina, un metabolito
secundario al que se le ha atribuido una marcada actividad antifingica, incluida su capacidad
para inhibir o eliminar el crecimiento de Bd. A partir de estos hallazgos, se llevaron a cabo
ensayos experimentales en los que J. /ividum fue inoculada como tratamiento probidtico en
anfibios infectados, con el objetivo de evaluar su potencial terapéutico (Becker et al., 2009;
Agate et al., 2016; Becker et al., 2021; Gass et al., 2022). Sin embargo, los resultados de
estos estudios revelaron limitaciones importantes: no todas las especies de anfibios albergan
naturalmente a esta bacteria en su microbiota cutdnea y, en la mayoria de los casos, los
microorganismos inoculados no lograron colonizar de manera estable ni persistir en la piel

de los individuos tratados (Becker et al., 2009).

Adicionalmente, J. /ividum ha sido identificada como un patégeno oportunista de relevancia

en otros contextos ecologicos, debido a que puede causar infecciones severas en peces de
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importancia econdmica, como se ha documentado en sistemas acuicolas de paises como
Corea del Sur (Oh et al., 2019). Este doble papel —como agente protector en ciertos anfibios
y como patégeno en otros organismos— subraya la complejidad ecolégica de las
intervenciones basadas en probidticos y refuerza la necesidad de evaluar cuidadosamente los

riesgos asociados a su liberacion o aplicacion en ambientes naturales (Gass ef al., 2022).
Variaciones en la microbiota de anfibios

Se han encontrado datos interesantes, que indican que la microbiota de animales silvestres
tiene cambios importantes influenciados por factores como la genética del animal,
condiciones ambientales, caracteristicas bidticas y abidticas del hébitat, la presencia o no de
patogenos en su entorno, factores climaticos, pH, temperatura y ademas recientemente, se ha
comenzado a estudiar que estos cambios también pueden estar asociados al desarrollo del

hospedero (Loudon et al., 2014; Bletz et al., 2017 ay b).

En el caso especifico de los anfibios, se ha demostrado que la microbiota de la piel de estos
animales, especialmente en el caso de las ranas, tiende a cambiar antes y después del proceso
de metamorfosis (Kueneman et al., 2014; Martinez Ugalde ef al., 2022). Estos cambios en el
desarrollo involucran la reabsorcioén de cola, la remodelacion de 6rganos como el corazon,
intestino, el cerebro; el desarrollo de extremidades también va de la mano con cambios en la

piel (Kueneman et al., 2014).

Durante la metamorfosis en anfibios, se induce un estado de inmunosupresion como resultado
del efecto en la sefializacion de la hormona tiroidea y corticosteroides, para que el sistema
inmune del animal se organice y adapte de manera gradual a la etapa adulta (Brown et al.,
2007). Todos estos cambios estan relacionados también al cambio en la alimentacion del
animal, el cambio de ambiente en donde se desenvuelven y hasta cambios en el

comportamiento (Rollins ef al., 1998).

La alteracion de las respuestas inmunes en anfibios no ha sido tan documentada como una
consecuencia de interacciones complejas entre el hospedero y su microbiota cutanea (Loudon

et al., 2014). En particular, se ha observado que cambios en la composicion microbiana
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pueden comprometer las primeras lineas de defensa inmunoldgica frente a infecciones, entre
ellas la produccion indirecta de compuestos antimicrobianos (antimicrobial peptides, AMPs),
los cuales son generados en gran medida por bacterias especificas residentes en la piel

(Patocka et al., 2019).

La inhibiciéon de estos mecanismos defensivos suele estar mediada por otras moléculas
producidas y secretadas durante la colonizacion de comunidades microbianas alternativas,
las cuales pueden incluir tanto microorganismos patdégenos como no patogenos (Ye et al.,
2024). Cuando las bacterias benéficas no logran regular adecuadamente la liberacion de
AMPs, la integridad del sistema inmune del hospedero se ve comprometida (Gajewski et al.,
2023). Como consecuencia, se debilita la capacidad de la microbiota para favorecer el
crecimiento de microorganismos protectores y para limitar la colonizacion y proliferacion de
patdgenos, aumentando la susceptibilidad del hospedero a la infeccion y el riesgo de

desenlaces adversos (Woodhams et al., 2020; Gajewski et al., 2023; Thumsova et al., 2024).

En consecuencia, la letalidad de las enfermedades causadas por los hongos Bd y Bsal no es
homologa entre grupos taxonémicos ni dentro de la misma especie, sino que depende de
multiples factores externos al hospedero que interactian de manera compleja (Garcia-
Rodriguez et al., 2022). Entre estos factores externos, se destacan la composicion inicial de
la microbiota del hospedero (Jiang et al., 2025), la especie de hongo quitridiomiceto
involucrada en la infeccion (Basanta ef al., 2022), asi como las condiciones geograficas y
climatoldgicas del entorno en el que habita el hospedero (Garcia-Rodriguez et al., 2022).
Esta heterogeneidad explica la amplia variabilidad observada en los desenlaces clinicos,
incluso entre individuos de una misma especie expuestos a un mismo patogeno (Jiang et al.,

2025).

Hasta el momento, se ha establecido que la enfermedad presenta una letalidad altamente
variable, atribuible a la interaccion de multiples factores bidticos y abidticos (Longo et al.,
2019). Entre estos se incluyen las condiciones climatolédgicas y los factores geograficos del
entorno (Garcia-Rodriguez et al., 2022), asi como aspectos mas especificos relacionados con

la identidad del agente etioldgico, ya sea Bd, Bsal o incluso la presencia simultanea de ambos
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patoégenos (Basanta et al., 2022). Esta heterogeneidad constituye un punto central en el
estudio de la quitridiomicosis, diversos trabajos han planteado la posibilidad de que eventos
de coinfeccion o la emergencia de nuevos linajes con mayor virulencia puedan desencadenar
escenarios de letalidad global, potencialmente conduciendo a la desaparicion de poblaciones

completas de anfibios susceptibles (Longo et al., 2019).

El comportamiento atipico y la elevada plasticidad del patdgeno han llevado a la hipotesis de
que algunas especies de anfibios podrian poseer mecanismos de resistencia o tolerancia frente
a la infeccion (Varga et al., 2019; Gass et al., 2022). Estos mecanismos podrian estar
asociados a procesos de coevolucion hospedero—patogeno a lo largo de escalas temporales
extensas (Basanta et al., 2022), o bien a la capacidad del hongo para establecer interacciones
complejas con la microbiota cutdnea residente de los anfibios, las cuales podrian modular la
invasion, la persistencia y la severidad de la infeccion (Martinez-Ugalde et al., 2022;

Gajewski et al., 2023).

INTERACCIONES HOSPEDERO-MICROBIOTA-PATOGENO

Interaccion microbiota residente-patogenos

La literatura cientifica respalda que la presencia de bacterias potencialmente patdgenas,
incluso en bajas abundancias dentro de la microbiota residente, puede facilitar la
colonizacidn, incrementar la severidad y aumentar la letalidad de infecciones emergentes
causadas por otros patdgenos (Tewari & Dey, 2024). Este efecto ocurre aun cuando dichos
microorganismos no sean capaces de inducir enfermedad por si solos en individuos
considerados sanos (Stevens et al., 2021). Este fenomeno ha sido documentado en humanos,
tanto en infecciones bacterianas como fingicas y subraya la importancia de estudiar las
interacciones microbiota—patdgeno como un componente clave en la evolucion, progresion
y severidad de las enfermedades infecciosas (Young et al., 2017; Stevens et al., 2021; Tewari

& Dey, 2024).
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Estudios de los efectos de la microbiota en humanos, han demostrado que hay diversos
mecanismos pueden dar lugar a este tipo de interacciones sinérgicas (Tewari & Dey, 2024).
En primer lugar, se ha documentado la transicion de bacterias comensales hacia estados
patogénicos bajo condiciones favorables (Stevens et al., 2021). Los cambios ambientales, la
presencia de infecciones emergentes, la inmunosupresion del hospedero o la disrupcion de la
microbiota residente pueden facilitar que microorganismos tradicionalmente considerados
comensales incrementen su capacidad de colonizacion y contribuyan indirectamente a una
mayor letalidad de infecciones causadas por patdgenos primarios (Young et al., 2017;

Stevens et al., 2021; Tewari & Dey, 2024).

En segundo lugar, las interacciones funcionales entre la microbiota residente y los patdgenos
no requieren necesariamente que las bacterias presentes sean estrictamente comensales o
patogenas (Santus ef al., 2021). En muchos casos, basta con que produzcan metabolitos
secundarios o modifiquen el microambiente de manera que favorezcan la invasion,
persistencia o virulencia de otros microorganismos (Will et al., 2025). Un ejemplo bien
documentado es Candida albicans, la cual puede aprovechar recursos generados por la
microbiota residente humana para facilitar su invasion y aumentar la severidad de la infeccion
(Santus et al., 2021; Stevens et al., 2021). Fendbmenos similares han sido descritos para

bacterias como Staphylococcus aureus (Will et al., 2025; Stevens et al., 2025).

Finalmente, los procesos de evolucion adaptativa, en la microbiota de humanos y animales,
representan un tercer mecanismo relevante (Young et al., 2017). Bajo condiciones
especificas, bacterias comensales pueden adquirir mutaciones o elementos genéticos
moviles, como plasmidos, que incrementan su virulencia y contribuyen de manera indirecta
a la gravedad de una infeccion, aun cuando no sean el agente etiologico principal (Young et

al.,2017; Stevens et al., 2025).

En el caso particular de Bd, alin se requieren estudios sistematicos que analicen la relacién
entre la microbiota y el patdgeno para determinar si existen interacciones microbianas que
influyan en su capacidad de invasion, en la severidad de la infeccion o en la letalidad

observada en poblaciones de anfibios (Young et al., 2017). Este vacio de conocimiento

49



refuerza la necesidad de abordar la enfermedad desde una perspectiva integradora que
considere explicitamente las interacciones microbiota—patégeno como parte del proceso

infeccioso.

Interacciones microbiota-patogeno en anfibios

La microbiota cutanea de los anfibios desempefia un papel fundamental en la modulacion de
las infecciones por Bd, determinando tanto la intensidad de la infecciéon como los desenlaces
poblacionales (Bates et al., 2022). Diversos estudios han demostrado que la estructura y
composicion del microbioma pueden predecir si las poblaciones experimentardn brotes
epizooticos letales o mantendran infecciones enzodticas (Bates et al., 2018; Bates et al.,
2022) En el sapo partero pirenaico (Alytes obstetricans), la funcion del microbioma —
incluyendo genes relacionados con competencia por recursos y sefializacion — explica las
diferencias entre poblaciones que sufren mortalidad masiva y aquellas que coexisten con el
patogeno (Bates ef al., 2018; Bates et al., 2022). Asimismo, la riqueza y abundancia de
bacterias con propiedades inhibitorias contra Bd se correlaciona inversamente con la carga
del patdégeno, como se ha observado en salamandras (Ambystoma rivulare) y ranas
(Lithobates spectabilis), donde una mayor diversidad de bacterias protectoras se asocia con

menores intensidades de infeccion (Nava-Gonzalez ef al., 2021).

Las interacciones especificas entre la microbiota y diferentes genotipos de Bd sugieren
mecanismos complejos que van mas alla de un simple efecto protector general. En Hyliola
regilla, la composicion bacteriana se correlaciona tanto con la carga del patdgeno como con
su variacion genética, indicando interacciones cepa-especificas que influyen en el curso de
la infeccion (Basanta et al., 2022). La infeccidon por Bd también modifica activamente las
redes microbianas, alterando la estructura de co-ocurrencia de bacterias y hongos, y
reduciendo la abundancia de taxones potencialmente protectores (Sun et al, 2023). Estos
cambios microbianos pueden crear ciclos de retroalimentacion que favorecen la progresion
hacia cargas altas y desenlaces severos, como se evidencia en estudios donde la perturbacion
de la microbiota — ya sea por infeccidon o por factores ambientales como sequias — resulta en

mayor susceptibilidad al patégeno y eventos de mortalidad masiva (Sun et al., 2023).
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PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

Esfuerzos actuales para combatir la infeccion por B. dendrobatidis

Las enfermedades emergentes representan un desafio particular para la sanidad animal,
principalmente debido a su aparicion abrupta en poblaciones de hospederos altamente
susceptibles (Nichols et al., 2001). En muchos casos, el sistema inmune del hospedero carece
de mecanismos efectivos para reconocer y neutralizar al patdégeno, lo que facilita la rapida
progresion de la infeccion. En este contexto, los esfuerzos dirigidos a controlar o erradicar la
infeccion por Bd han sido hasta ahora limitados, debido a que numerosos compuestos
quimicos y estrategias terapéuticas —incluyendo tratamientos fisicos como la aplicacion de

calor— no han mostrado eficacia sostenida a largo plazo (Knapp et al., 2022).

Entre los tratamientos més ampliamente evaluados se encuentran los antifiingicos azdlicos,
como el itraconazol, cuyo mecanismo de accion se basa en la alteracion de la membrana
plasmatica y de la pared celular del hongo (Nichols et al., 2001; Knapp et al., 2022). Dado
su uso extendido y su eficacia demostrada en el tratamiento de infecciones fingicas en
humanos, se esperaba que este compuesto ofreciera resultados favorables en el control de Bd.
Sin embargo, estudios experimentales han evidenciado que su aplicacion presenta
limitaciones importantes, porque no resulta efectiva en todos los casos de infeccion y puede
generar efectos adversos en los hospederos tratados, lo que restringe su uso generalizado

como estrategia terapéutica viable (Nichols et al., 2001; Knapp et al., 2022).

El uso de otras sustancias quimicas, como el verde malaquita en combinacion con
formaldehido, también ha sido evaluado como una posible estrategia para el control de la
infeccion por Bd (Hardy et al., 2015). No obstante, estos compuestos han sido posteriormente
descartados como opciones terapéuticas viables debido a la evidencia acumulada sobre sus
efectos adversos a largo plazo, incluyendo propiedades potencialmente cancerigenas y
mutagénicas observadas en distintos modelos experimentales (Knapp et al., 2022; Hardy et

al.,2015; Roberts et al., 2019).
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Ademéas de los tratamientos antifingicos, se han explorado alternativas basadas en el uso de
antibidticos de amplio espectro, como el cloranfenicol (Knapp et al., 2022). Sin embargo,
este tipo de compuestos ha demostrado generar efectos secundarios significativos en anfibios,
particularmente en ranas, donde se han observado alteraciones estructurales en leucocitos y
otros componentes del sistema inmune (Roberts et al., 2019). Resulta relevante que efectos
similares han sido reportados en humanos, especialmente en pacientes con leucemia tratados
con este antibidtico, lo que subraya los riesgos asociados a su uso y limita su aplicabilidad
como tratamiento para la quitridiomicosis (Knapp et al., 2022; Hardy et al., 2015; Roberts et
al., 2019).

A pesar de que esta infeccion ha estado presente en el ambiente durante décadas y de que su
impacto sobre las poblaciones de anfibios ha sido ampliamente documentado, hasta la fecha
no se ha desarrollado un tratamiento especifico que sea completamente efectivo (Berger et
al., 2010). En particular, no existe una estrategia terapéutica que pueda aplicarse de manera
consistente en distintas etapas de la infeccion y lo largo de los diferentes estadios de
desarrollo del hospedero, que sea viable tanto en condiciones de vida libre como en
cautiverio, y que ademads no genere efectos secundarios adversos en los animales ni impactos

negativos sobre el medio ambiente (Berger ef al., 2010; Wan et al., 2025).

En este contexto, el estudio de la microbiota asociada a animales afectados por enfermedades
emergentes —y, de manera mas especifica, el analisis de las interacciones entre la microbiota
residente y el patdgeno— representa una via prometedora para abordar interrogantes
fundamentales que permanecen sin respuesta (Wan et al., 2025). Entre ellas destacan
preguntas clave como: ;Por qué la infeccion es asintomatica en algunas especies de anfibios,
mientras que en otras resulta altamente letal?, o ;por qué ciertos tratamientos quimicos
muestran una eficacia limitada o nula? (Campbell er al., 2019). Estas interacciones
microbianas pueden inducir transiciones entre estados de estabilidad asociados a la salud y

estados de disbiosis, modulando de manera critica la progresion de la enfermedad.

En consecuencia, una de las principales areas de oportunidad de este trabajo radica en el

disefio racional de moléculas y estrategias terapéuticas dirigidas especificamente contra
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patégenos emergentes como Bd, con el objetivo no solo de inhibir o eliminar al patdégeno,
sino también de restaurar el equilibrio funcional de la microbiota residente (Campbell et al.,
2019; Wan et al., 2025). Adicionalmente, resulta fundamental explorar enfoques que
permitan evaluar y optimizar estas estrategias de manera predictiva, incluso antes de su
sintesis o aplicacion experimental, mediante modelos tedricos, computacionales o ecoldgicos
que integren explicitamente la dindmica hospedero—microbiota—patdgeno (Campbell et al.,

2019).

La microbiota residente en la piel de la mayoria de los anfibios esta fuertemente modulada
por factores externos, los cuales pueden clasificarse de manera general en bidticos y abioticos
(Gajewski et al., 2023). En este contexto, los cambios ambientales acumulativos en el habitat
—en su mayoria derivados de actividades antropogénicas— desempeilan un papel
determinante en la susceptibilidad del hospedero a las infecciones (Neely et al., 2023).
Dichos cambios pueden influir indirectamente en la composicion y estabilidad de la
microbiota cutanea a través de la activacion sostenida de respuestas fisiologicas al estrés,
como la liberacion cronica de hormonas glucocorticoides, particularmente el cortisol, las
cuales tienen efectos conocidos sobre la inmunocompetencia y la regulacion microbiana

(Rollins-Smith & Le Sage, 2023; Neely et al., 2023).

Se ha demostrado que el mantenimiento de una microbiota equilibrada es un factor clave para
la atenuacion de los sintomas asociados a diversas enfermedades, incluyendo la infeccion
causada por Bd (Bletz et al., 2017). En este marco, las terapias basadas en la microbiota han
emergido como una estrategia prometedora tanto en medicina humana como veterinaria
(Harris et al., 2009; Jani et al., 2018). En particular, la inoculacion o el trasplante de bacterias
con potencial probidtico, provenientes de individuos relativamente sanos, hacia individuos
afectados ha mostrado efectos positivos en algunas especies de anfibios, al contribuir a la
restauracion del equilibrio microbiano y a la reduccion de la carga patogénica (Harris ef al.,

2009; Jani et al., 2018).

Las evaluaciones experimentales de tratamientos basados en la microbiota para el control de

Bd se han aplicado en una amplia variedad de especies de anfibios (Muletz et al., 2012). Sin
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embargo, estos enfoques han mostrado limitaciones importantes en términos de escalabilidad
y generalizacion, lo que ha impedido su implementacioén exitosa en muchas otras especies
susceptibles (Muletz et al., 2012; Becker et al., 2015; Kueneman et al., 2016; Campbell et
al., 2019; Gajewski et al., 2023). Ademas, estos estudios han puesto de manifiesto un riesgo
adicional: algunos de los microorganismos empleados como agentes protectores frente al
patogeno pueden comportarse como patdgenos oportunistas para otras especies que coexisten
en el mismo hébitat, lo que plantea serias preocupaciones ecologicas y €ticas sobre su uso

indiscriminado (Li et al., 2022).

En este contexto, resulta fundamental profundizar en el andlisis de la estructura y
organizacion de las comunidades microbianas presentes en la piel de los anfibios. Un enfoque
que integre la caracterizacion detallada del bacterioma, el estudio de sus interacciones
mediante herramientas de andlisis de redes y la evaluacion de su estabilidad y vulnerabilidad
en estados de salud y enfermedad puede proporcionar informacion critica para el disefio de
estrategias terapéuticas mas seguras, efectivas y especificas (Woodhams et al., 2015; Piovia-

Scott et al., 2017).

Alcance y estructura de la investigacion

En este contexto, el presente proyecto propone abordar la infeccion causada por Bd mediante
la integracion de dos enfoques bioinformaticos complementarios. Por un lado, el uso de
herramientas computacionales, particularmente en el entorno R, permitira realizar andlisis
exhaustivos de secuencias bioldgicas, asi como inferir y analizar redes microbianas y
biologicas asociadas a la enfermedad. Por otro lado, la implementacion de herramientas de
disefio de proteinas posibilitara explorar estrategias racionales para el desarrollo de
moléculas con potencial terapéutico. La combinacion de ambos enfoques busca ofrecer una
perspectiva integral del problema, que no solo considere la estructura y dinamica de la
microbiota asociada al hospedero, sino que también propone rutas innovadoras para el

tratamiento de la infeccion por Bd. La aplicacion de herramientas bioinformaticas que no
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estaban disponibles o consolidadas en estudios previos permite abordar de manera integral

distintos aspectos de un mismo sistema de estudio.

Por lo tanto, el presente proyecto esta constituido por resultados obtenidos e informacion que
fue publicada por el grupo de laboratorio recientemente, datos que, para esta tesis fueron

estructurados en tres capitulos:

Capitulo I. Estudio de la composicion y estructura de la microbiota cutinea en
salamandras: El andlisis de las diferencias en la composicion, estructura y vulnerabilidad
de las comunidades bacterianas presentes en la piel de salamandras, utilizando datos de
secuenciacion del gen 16S rRNA provenientes de individuos con y sin infeccién por Bd.
Estas muestras, ademas, corresponden a especies con distintos grados de susceptibilidad
tanto a Bd como a Bsal. Posteriormente, mediante herramientas de deteccion de patégenos

que emplean archivos en formato FASTA como entrada, serd posible

Capitulo II. La identificacion de patogenos y la biusqueda de dianas terapéuticas: La
identificacion de un conjunto especifico y bien definido de bacterias patdgenas presentes en
estas comunidades, con el objetivo de seleccionar dianas moleculares candidatas para su

analisis funcional.

Capitulo III. El disefio de proteinas terapéuticas, su modelaje estructural y su
evaluacion: La construccion de un marco de disefio y modelamiento estructural de proteinas
orientado al desarrollo racional de una proteina terapéutica dirigida contra la infeccion
causada por Bd. Esta proteina estaria disefiada para actuar sobre multiples blancos
moleculares, incluyendo tanto al hongo patégeno como a bacterias potencialmente patdgenas
que podrian favorecer la colonizacion o persistencia de Bd en la piel del hospedero (Harrison
et al., 2019). La funcion esperada de dicha proteina seria inducir una reestructuracion
controlada de la microbiota en estados de disbiosis, promoviendo la restauracion de

comunidades microbianas residentes con efectos benéficos para el hospedero.

En conjunto, la expectativa de este estudio es que la estrategia propuesta no solo contribuya

de manera directa a la reduccion de la infeccion por Bd, sino que también incremente la
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robustez y eficacia de tratamientos previamente evaluados, los cuales han mostrado
resultados inconsistentes a lo largo del tiempo. De este modo, el enfoque integrador planteado
busca sentar las bases para el desarrollo de intervenciones terapéuticas mas estables,

especificas y ecolégicamente informadas.

HIPOTESIS

Hay diferencias estructurales, composicionales y de vulnerabilidad en la microbiota de las
salamandras no infectadas versus aquellas infectadas por Bd. Ademas, estas diferencias
puntuales en patégenos se pueden utilizar como blancos moleculares en el desarrollo de

tratamientos especificos multi-blanco.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la composicion y los patrones diferenciales de la microbiota cutdnea en salamandras,
asi como su papel potencial en la mitigacion de Bd, orientado al desarrollo de estrategias de

tratamiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer un enfoque integral para el analisis de comunidades microbianas, que
permita caracterizar su composicion, estructura de interacciones y estabilidad
ecologica a partir de datos de secuenciacion.

2. Comparar la composicion taxondmica de la microbiota cutdnea de salamandras sanas
e infectadas por Bd, utilizando datos disponibles en bases de datos publicas, para
identificar diferencias asociadas al estado de salud.

3. Analizar la organizacion estructural y las propiedades topoldgicas de las comunidades
microbianas en individuos sanos e infectados, considerando distintas categorias de

susceptibilidad del hospedero.
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4. Evaluar la vulnerabilidad ecologica de las redes microbianas cutaneas en funcion del
estado de salud y la susceptibilidad del hospedero, identificando configuraciones
asociadas a estados de disbiosis.

5. Identificar microorganismos patdgenos y funciones microbianas clave que puedan ser
utilizados como dianas moleculares en el desarrollo de estrategias terapéuticas multi-

blanco dirigidas a la mitigacion de la infeccion por Bd.

6. Desarrollar un marco metodolégico computacional para el disefio de proteinas,
orientado a optimizar sus propiedades estructurales y funcionales con fines

terapéuticos.

JUSTIFICACION

Larelevancia de este estudio reside en que la conservacion de los anfibios tiene implicaciones
ecoldgicas y sanitarias de gran escala. Los anfibios desempenan un papel fundamental en el
control bioldgico de insectos vectores de enfermedades de importancia para la salud publica,
como el dengue, el zika y la malaria. Por tanto, el desarrollo de estrategias efectivas para
mitigar la quitridiomicosis no solo contribuye a la conservacion de la biodiversidad, sino que
también favorece la estabilidad de los ecosistemas y la reduccion del uso de agentes quimicos

con impacto ambiental negativo.

La ausencia de un tratamiento efectivo y universal contra la infeccion causada por Bd pone
de manifiesto las limitaciones de los enfoques terapéuticos tradicionales, centrados
principalmente en la eliminacion directa del patogeno (Kueneman et al., 2016). Evidencia
reciente sugiere que una de las principales razones de esta falta de eficacia radica en la
elevada variabilidad de la microbiota cutdnea de los anfibios, la cual modula de manera
critica la susceptibilidad del hospedero, la progresion de la infeccion y la respuesta a los
tratamientos (Jani et al., 2018). En particular, se ha propuesto que Bd puede incrementar su
patogenicidad y letalidad al interactuar con comunidades microbianas asociadas a estados de
disbiosis, incluyendo microorganismos con potencial patogénico que favorecen su

colonizacion y persistencia (Bletz ef al., 2017).
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Bajo este marco, la hipotesis central de este trabajo plantea que la microbiota cutanea de
salamandras no infectadas difiere significativamente, en composicion, estructura y
vulnerabilidad ecoldgica, respecto a la de individuos infectados por Bd, y que estas
diferencias definen microorganismos y funciones microbianas que favorecen la infeccion
(Kueneman et al., 2016). De manera consecuente, dichos componentes microbianos
representan dianas moleculares potenciales para el desarrollo de estrategias terapéuticas
multi-blanco, dirigidas tanto al patogeno fingico como a elementos clave de la microbiota

que facilitan la disbiosis (Jani et al., 2018).

El enfoque del presente trabajo adquiere especial relevancia al centrarse en salamandras, un
grupo de anfibios que presenta diferencias fisioldgicas importantes respecto a los anuros y
que, ademas, muestra una mayor susceptibilidad a Bd y una coinfeccion Bd-Bsal, que podria
estar asociada a incrementos significativos en la letalidad de la enfermedad (Thumsova et al.,
2024). Esta condicion refuerza la necesidad de estudiar de manera especifica la interaccion
entre el patdgeno y la microbiota cutdnea en este grupo, asi como de desarrollar estrategias

terapéuticas adaptadas a su biologia particular (Jani ef al., 2018).

Larelevancia de este estudio reside en que la conservacion de los anfibios tiene implicaciones
ecologicas y sanitarias de gran escala (Jani et al., 2018). Los anfibios desempefian un papel
fundamental en el control biologico de insectos vectores de enfermedades de importancia
para la salud publica, como el dengue, el zika y la malaria (Kueneman ef al., 2016). Por tanto,
el desarrollo de estrategias efectivas para mitigar la quitridiomicosis no solo contribuye a la
conservacion de la biodiversidad, sino que también favorece la estabilidad de los ecosistemas
y la reduccion del uso de agentes quimicos con impacto ambiental negativo (Bletz et al.,

2017).

58



CAPITULO I.- Estudio de la composicion y estructura de la microbiota cutanea en

salamandras

Esta parte -capitulo- de la tesis esta enfocada al estudio de la composicion, estructura y
robustez diferenciales de la microbiota en tres especies de salamandras. Este capitulo forma

parte del articulo disponible como preprint:

Ramirez-Villarreal, J., & Alvarez-Martinez, R. (2026). Network Topology Reveals Bd-
Associated Restructuring of Salamander Skin Bacteria Communities Despite Conserved

Composition.

Con el paso del tiempo y el avance de las investigaciones cientificas, se han identificado
nuevas causas de enfermedades, entre las que destaca la disbiosis microbiana, que
actualmente se ha vinculado con multiples patologias que van mas alld de las infecciones.
Enfermedades que antes se atribuian exclusivamente a factores fisiologicos especificos,
como la depresion, el parkinson, las enfermedades inflamatorias intestinales y el autismo,
por ejemplo, han mostrado tener conexiones con alteraciones en la microbiota. Por esta razon,
resulta fundamental estudiar la microbiota de animales sanos y enfermos, y comparar sus
perfiles microbianos para comprender mejor enfermedades como la causada por Bd. Este tipo
de andlisis permite identificar qué elementos de la microbiota son determinantes para que
una misma infeccion resulte altamente letal en ciertas especies de anfibios, mientras que en
otras no tenga la misma gravedad. Ademas, ayuda a responder a preguntas sobre la eficacia
diferencial de los tratamientos quimicos que funcionan en algunos individuos, pero no en
otros. Contar con informacion detallada sobre estos aspectos puede contribuir
significativamente a mejorar la calidad de vida de las especies susceptibles, fortalecer las
estrategias de conservacion y garantizar la continuidad de sus funciones ecoldgicas. Del
mismo modo, esta informacidon podria sentar las bases para la investigacion y el desarrollo
de tratamientos innovadores, mas especificos y eficaces, dirigidos exclusivamente contra la

infeccion.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de datos

Se realiz6 una busqueda sistematica en la base de datos PubMed utilizando las siguientes
combinaciones de términos y sus variantes: "skin amphibian microbiome" y "skin
salamander microbiota". A partir de los resultados obtenidos, se elabord una tabla que
incluy¢ todos los articulos recuperados junto con sus caracteristicas principales: autores, afio

de publicacion, metodologia empleada, especie estudiada y region geografica de muestreo.

Posteriormente, se llevo a cabo una revision detallada de la metodologia de cada estudio con
el objetivo de identificar aquellos que cumplieran con los siguientes criterios de inclusion

para el metaanalisis:

e Utilizacion del mismo tipo de plataforma de secuenciacion.

e Secuenciacidn de regiones idénticas del gen 16S rRNA.

e Disponibilidad de coordenadas geograficas del sitio de muestreo.

e Reporte de deteccion de Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) mediante PCR o
qPCR.

Dado que los manuscritos identificados presentaron una marcada heterogeneidad en cuanto
a las especies de anfibios estudiadas, las regiones geograficas de muestreo, el tamafio
muestral y, particularmente, las regiones del gen 16S rRNA secuenciadas, inicamente un

estudio cumpli6 con la mayoria de los criterios establecidos.

El trabajo seleccionado corresponde al articulo titulado "Inhibitory Bacterial Diversity and
Mucosome Function Differentiate Susceptibility of Appalachian Salamanders to Chytrid
Fungal Infection", publicado por Muletz-Wolz y colaboradores en 2022. Las secuencias de
amplicones del gen 16S rRNA fueron obtenidas del repositorio publico bajo el numero de
BioProject PRINA659464. Las muestras corresponden a salamandras colectadas en la region
de Virginia, Estados Unidos, e incluyen informacion sobre la deteccion de Bd mediante PCR

0 qPCR para cada individuo. No obstante, los datos disponibles no permitieron determinar la
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presencia o ausencia de signos clinicos de quitridiomicosis en los animales muestreados. La

amplificacion reportada en el estudio original abarcé la region V3-V5 del gen 16S rRNA.

Base de datos

La base de datos analizada en el presente estudio esta conformada por secuencias del gen
16S rRNA provenientes de tres especies de salamandras: Eurycea bislineata, Notophthalmus
viridescens y Desmognathus monticola. Para cada especie se identificaron archivos SRA
(Sequence Read Archive) correspondientes a individuos con deteccion positiva y negativa de

Bd.

Con el objetivo de preservar la independencia taxondémica del hospedero, se construyeron
bases de datos separadas por especie. Las caracteristicas asociadas a cada muestra fueron
incorporadas como metadatos en el objeto phyloseq generado en el entorno R. En total, se
obtuvieron 32 muestras: 15 correspondientes a individuos con deteccion positiva de Bdy 17

a individuos sin deteccion del patdgeno.

La descarga de las secuencias se realiz6 mediante SRA Toolkit, utilizando los identificadores
unicos de cada muestra disponibles en el BioProject PRINA659464. Posteriormente, los
archivos en formato .SRA fueron convertidos a formato FASTQ para facilitar su

procesamiento bioinformatico.
Origen de las muestras

Para este capitulo, se utilizaron muestras de las especies de salamandras E. bislineata, N.
viridescens 'y D. monticola. Las coordenadas recuperadas de la base de datos en la pagina del
Bioproject indican dos sitios de Virginia, Estados Unidos: Brightwood y Front Royal.
Algunos de los sitios muestran cierto grado de fragmentacion del hébitat; sin embargo,
todavia se conservan zonas cercanas a estos puntos que mantienen un area ideal para el
desarrollo y la sobrevivencia de las salamandras. Ambos sitios se encuentran cercanos a un

par de rios que atraviesan gran parte del area de Virginia (Ver Figura 6).
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Figura 6. Mapa de procedencia de las muestras. Este mapa es una representacion grafica
de Virginia Estados Unidos, las muestras en este proyecto descargadas y analizadas
pertenecen a las coordenadas de latitud y longitud de 38.390922 N 78.148766 W que
corresponden para los animales D. monticola'y E. bislineata. Brightwood se muestra en color
verde. Front Royal se localiza en el mapa en color azul, que es el sitio de muestreo de las
salamandras de género Notophthalmus con coordenadas de latitud y longitud 37.37418 N,
80.52169 W. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

Carga del patégeno B. dendrobatidis en las salamandras muestreadas y susceptibilidad

Dentro de los datos disponibles para cada una de las salamandras que fueron incluidas en
nuestra base de datos para analizar, se tomo6 en cuenta el grado de susceptibilidad que tiene
cada especie de salamandra, el cual era distinto para cada caso. Basados en esta informacion
y en la intensidad de la infeccion ZGEs (Estimacion de zoosporas presentes en una muestra,
a partir de la cantidad de ADN detectado), se catalogaron dentro de este estudio para sus

comparaciones por pares a Eurycea como Tolerante-Resistente a Bd, a Desmognathus
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también se le etiquetd para el estudio como una especie Tolerante y a Notophthalmus como

una especie altamente susceptible a la infeccion (Ver Figura 7).

Eurycea bislineata Desmognathus monticola Notophthalmus viridescens

Bd Tolerante? Tolerante? Susceptible?
Bsal Susceptible Tolerante Letal
Prevalencia
9.16 0.45 0.56
Intensidad
infecciodn
(ZGEs*) 106 8.5 252
*Estimacion de zoosporas presentes en una muestra, a partir de la cantidad de ADN detectado

Pascale Van Rooij et al., 2015, Jiménez et al., 2022

Figura 7. Susceptibilidad observada en salamandras. En el presente diagrama se muestra
la categoria correspondiente de susceptibilidad para cada especie de salamandra estudiada en
el proyecto, ademds de que se muestra la prevalencia de la infeccion por especie de animal y
la intensidad de infeccion que presentaron cada una de las salamandras aqui estudiadas
(mostrado en el orden de los superindices de mayor a menor 1-3) y que fueron reportados
por Jiménez et al., 2022 y la susceptibilidad registrada por Van Rooij ef al., 2015. Nota.
Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025a.

Procesamiento de secuencias

El andlisis de las secuencias se realizdo mediante el paquete DADA?2 en R, siguiendo el flujo
de trabajo estandar para datos de amplicones. Este procesamiento incluyé: (1) evaluacion de
la calidad de las lecturas, (2) filtrado y recorte de secuencias segun perfiles de calidad, (3)

modelado y correccion de errores de secuenciacion, (4) eliminacion de quimeras, y (5)
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ensamblaje de las lecturas sentido (forward) y anti-sentido (reverse) para generar variantes

de secuencia del amplicén (ASVs).

La informacion taxondmica y los metadatos asociados fueron integrados en un objeto
phyloseq para facilitar los analisis posteriores. La asignacion taxondémica se realizé mediante
el clasificador implementado en DADA2, utilizando la base de datos de referencia SILVA

version 138.1.

Analisis de abundancias y diversidad

Abundancias relativas

Se calcularon las abundancias relativas de los taxones identificados, tanto para cada muestra

individual como agrupadas seglin la condicion de deteccion de Bd (positivo/negativo).

Diversidad alfa

Para evaluar la diversidad dentro de cada grupo, se calcularon los siguientes indices de

diversidad alfa:

e Indice de Shannon: considera tanto la riqueza como la equitatividad de la comunidad.
e indice de Simpson: pondera la dominancia de taxones abundantes.
e Iindice de Chaol: estima la riqueza total de especies, incluyendo aquellas no

observadas.

Las diferencias en los indices de diversidad alfa entre los grupos con y sin deteccion de Bd
fueron evaluadas mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney, dada la

naturaleza de los datos y el tamafio muestral.

Diversidad beta

La diversidad beta fue analizada mediante un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)
basado en la matriz de disimilitud de Bray-Curtis, permitiendo visualizar el agrupamiento de

las muestras segin su composicién microbiana.
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Para evaluar si las diferencias observadas entre grupos eran estadisticamente significativas,
se aplicd un andlisis PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance)
mediante la funcion adonis2 del paquete vegan, con 9,999 permutaciones y los parametros

predeterminados.

Identificacion de marcadores y microbiota diferencial

Para identificar taxones diferencialmente abundantes entre las condiciones de Bd detectado

y no detectado, se emplearon dos aproximaciones complementarias.

Analisis LEfSe

Se realiz6 un Andlisis de Tamafio del Efecto mediante Discriminante Lineal (LEfSe, Linear
Discriminant Analysis Effect Size), el cual combina pruebas estadisticas con la estimacion
del tamafo del efecto bioldgico. Este andlisis permite identificar taxones que caracterizan
cada condicion, tanto a nivel de familia como de género. La significancia estadistica se
determindé mediante la prueba de Kruskal-Wallis, implementada a través del paquete

MicrobiomeMarker en R.

Andadlisis ANCOM-BC

De manera complementaria, se aplicd el método ANCOM-BC (4nalysis of Compositions of
Microbiomes with Bias Correction), el cual corrige el sesgo inherente a los datos
composicionales de microbioma. Se calcul6 el estadistico de Wald para identificar familias

y géneros con abundancias diferenciales significativas entre ambas condiciones.

Inferencia de redes de co-ocurrencia

La estructura de las comunidades microbianas fue explorada mediante la construccion de

redes de co-ocurrencia, empleando dos metodologias complementarias.
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Metodologia 1: Correlacion de Pearson con SpiecEasi

Se generaron redes de co-ocurrencia para cada condicion de salud (Bd positivo y Bd
negativo), sin distincion por especie de hospedero, utilizando los paquetes Microbiome,
SpiecEasi e igraph de R. Para la construccion de las redes completas se aplico correlacion de
Pearson con un umbral de |r] > 0.8, eliminando conexiones débiles. La deteccion de
comunidades se realiz6 mediante el algoritmo de Louvain. La identificacion taxondmica de
los nodos se realizo a nivel de phylum. Para las redes core, que representan las asociaciones
mas robustas, se aplic6 un umbral maés restrictivo (jrf] > 0.9), eliminando nodos sin

conexiones. Estas redes fueron inferidas a nivel de género.

Metodologia 2: Algoritmo ARACNE

Como aproximacién alternativa, se emple6 el algoritmo ARACNE (Algorithm for the
Reconstruction of Accurate Cellular Networks), implementado en el paquete minet de R. Este
algoritmo, basado en teoria de la informacion, elimina conexiones indirectas mediante el
procesamiento de inequidad de datos (Data Processing Inequality), generando redes mas
parsimoniosas. Para las redes core se aplico correlacion de Spearman con un umbral de |p| >
0.9 anivel de género. Estas funcionalidades fueron integradas mediante el paquete m/BioNets

(https://github.com/Nertekkad).

Visualizacion y analisis topolégico

Las redes generadas fueron exportadas a Gephi para su visualizacion. Se aplico el algoritmo
de distribucion espacial Fruchterman-Reingold con los siguientes parametros: velocidad = 1,
gravedad = 10, area = 10,000. En las redes completas se aplico un filtro de grado para retener
unicamente nodos con mas de 20 conexiones. La apariencia de los nodos fue modificada
segun los valores de correlacion y grado nodal. Se generaron redes independientes para: (1)

cada condicién de salud (Bd positivo vs. negativo), y (2) cada especie de salamandra.
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Analisis de centralidades y propiedades topologicas
Las métricas de centralidad fueron calculadas en Cytoscape, incluyendo:

e C(Centralidad de grado: nimero de conexiones directas de cada nodo.

e C(Centralidad de intermediacion (betweenness): frecuencia con que un nodo actia como
puente en los caminos mas cortos entre otros nodos.

e Centralidad de cercania (closeness): inverso de la distancia promedio de un nodo a

todos los demas.

Adicionalmente, se calculé la modularidad de cada red para evaluar su estructura

comunitaria.

Analisis estadistico de propiedades de red

La normalidad de las distribuciones de centralidad fue evaluada mediante la prueba de
Shapiro-Wilk. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante ANOVA de una via,
seguido de la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples. Los analisis fueron
realizados agrupando las muestras por condicion de deteccion de Bd y por susceptibilidad
reportada de la especie hospedadora. Las comparaciones composicionales entre condiciones

y especies fueron visualizadas mediante diagramas de Venn, generados con los paquetes

ggplot2 y ggvenn de R.

Analisis de vulnerabilidad estructural

Con el objetivo de evaluar las diferencias estructurales entre las redes microbianas asociadas
a cada condicion de salud, se realizd un analisis de robustez mediante simulaciones de
remocion secuencial de nodos. Este analisis permite determinar la resiliencia de cada red ante
perturbaciones y estimar su vulnerabilidad frente a la pérdida de componentes clave de la

comunidad microbiana.
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Las redes inferidas a nivel de género fueron sometidas a cuatro estrategias de remocion de

nodos:

1.

Remocion aleatoria: los nodos fueron eliminados de manera estocastica, sin
considerar sus propiedades topoldgicas. Esta estrategia simula la pérdida no dirigida
de taxones y permite evaluar la tolerancia general de la red ante perturbaciones
aleatorias.

Remocion en cascada: ademas de eliminar el nodo seleccionado, se cuantifico el
efecto de la pérdida de sus conexiones directas y la subsecuente desconexion de nodos
dependientes. Esta estrategia permite evaluar la propagacion de perturbaciones a
través de la red y simula escenarios donde la pérdida de un taxén desencadena la
desaparicion de organismos funcionalmente dependientes.

Remocion por centralidad de intermediacion (betweenness): los nodos fueron
eliminados en orden decreciente segiin su valor de betweenness, priorizando aquellos
que acttian como conectores criticos entre diferentes regiones de la red. Esta estrategia
representa un ataque dirigido hacia los nodos estructuralmente mas importantes para
la cohesion de la red.

Remocion por grado (degree): los nodos fueron eliminados en orden decreciente
seglin su nimero de conexiones, comenzando por los Aubs o nodos més conectados.
Esta estrategia simula la pérdida de taxones con mayor nimero de interacciones

dentro de la comunidad.

Para cada estrategia, se cuantificé la pérdida de conectividad de la red en funcion del

porcentaje de nodos removidos, generando curvas de vulnerabilidad que permiten comparar

la robustez estructural entre condiciones. Las diferencias en los patrones de vulnerabilidad

entre las redes de individuos con y sin deteccion de Bd fueron evaluadas estadisticamente

mediante ANOVA de una via para cada estrategia de remocioén. Cuando se detectaron

diferencias significativas, se aplico la prueba post-hoc de Tukey para identificar

comparaciones especificas entre grupos.
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RESULTADOS

Analisis de abundancias

Composicion bacteriana general

Con el objetivo de caracterizar la composicion bacteriana de las comunidades cutineas
asociadas a cada condicion de deteccion de Bd, se realizaron analisis de abundancias
absolutas y relativas a multiples niveles taxonomicos (phylum, familia y género). Estos
analisis se llevaron a cabo tanto de manera agrupada por condicidon de salud como de forma
individual para cada muestra. Se emplearon distintos métodos de visualizacion, obteniéndose

resultados consistentes entre aproximaciones (Figuras Suplementarias 1-6).

Abundancias a nivel de phylum y orden

Los perfiles de composicion bacteriana fueron similares entre ambas condiciones de salud,
sin observarse diferencias indicativas de cambios asociados a la deteccion de Bd. Cabe
destacar que se detectd una variabilidad considerable en las proporciones de taxones entre
individuos pertenecientes a un mismo grupo. A nivel de orden, los taxones con mayores
abundancias relativas en ambas condiciones fueron Enterobacterales, Pseudomonadales,

Rhizobiales, Micrococcales y Xanthomonadales (Figuras Suplementarias 1y 2).

A nivel de phylum, la composicion fue notablemente homogénea entre condiciones. El
phylum Proteobacteria fue el dominante en todas las muestras, seguido de Actinobacteriota.
Este ultimo presentd abundancias particularmente elevadas en un nimero reducido de
muestras, tanto en individuos con deteccion positiva como negativa de Bd. El phylum
Bacteroidota fue detectado en proporciones menores en algunas muestras de ambos grupos,
mientras que Firmicutes estuvo presente de manera consistente, pero en proporciones

considerablemente inferiores respecto a Proteobacteria (Figuras Suplementarias 3-6).
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Abundancias a nivel de familia y género

Dado que los analisis a niveles taxondmicos superiores no revelaron diferencias marcadas
entre condiciones, se procedidé a explorar la composicidon a niveles de mayor resolucion
taxondmica (familia y género), con el objetivo de detectar posibles diferencias mas sutiles

(Ver Figuras 8-10).

A nivel de familia, los perfiles de composicion continuaron siendo similares entre ambos
grupos. Las familias con mayor abundancia relativa en ambas condiciones fueron
Vibrionaceae y Halomonadaceae. Otras familias abundantes incluyeron Pseudomonadaceae,
Alteromonadaceae, = Xanthomonadaceae,  Pseudoalteromonadaceae, = Rhizobiaceae,

Enterobacteriaceae y Sphingomonadaceae.

A nivel de género, contrario a lo esperado, tampoco se observaron diferencias marcadas en
los patrones de composicion entre las condiciones de Bd detectado y no detectado. Al filtrar
los resultados para visualizar los seis géneros mas abundantes, se identificaron como
dominantes: Vibrio, Halomonas, Pseudomonas, Alishewanella, Stenotrophomonas 'y

Enterobacter, sin diferencias aparentes en su distribucion entre grupos (Ver Figuras 8-10).

Consideraciones sobre la variabilidad observada

Los resultados de los analisis de abundancias sugieren que la composicion bacteriana cutanea
de las salamandras estudiadas no presenta diferencias sustanciales asociadas a la deteccion
de Bd, al menos en términos de abundancias relativas de los taxones dominantes. La elevada
variabilidad interindividual observada dentro de cada grupo podria estar enmascarando
diferencias mas sutiles, o bien indicar que los cambios asociados a la presencia de Bd no se
manifiestan en alteraciones de la abundancia de los taxones mayoritarios, sino en

modificaciones de taxones menos abundantes o en las interacciones ecoldgicas entre ellos.
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Figura 8. Las abundancias a nivel de familia. Esta figura muestra las diferencias en las
abundancias relativas correspondientes a los dos grupos de condiciones positivas para Bd
(rosa) y negativas para Bd (verde). Los demas colores en las barras apiladas representan a
nivel de familia los microorganismos presentes en cada muestra. Dentro de las primeras 9
familias representadas, se encuentran: Vibrionaceae (azul), Halomonadaceae (verde),
Pseudomonadaceae (amarillo), Alteromonadaceae (rosa), Xanthomonadaceae (naranja),
Sanguibacteraceae (rojo) y Pseudoalteromonadaceae (purpura), Rhizobiaceae (azul cielo) y
Enterobacteriaceae (verde). Las barras intermedias con transparencia representan los
cambios en la abundancia relativa entre cada muestra. Nota. Modificado de: Ramirez-

Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a).
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Figura 9. Las abundancias a nivel de género. Esta figura muestra las diferencias en las
abundancias relativas correspondientes a los dos grupos de condiciones positivas para Bd
(rosa) y negativas para Bd (verde). Los demds colores en las barras apiladas representan a
nivel de género los microorganismos presentes en cada muestra. Dentro de los géneros
representados, se encuentran: Vibrio (azul), Halomonas (verde), Pseudomonas (amarillo),
Alishewanella (rosa), Stenotrophomonas (naranja), Sanguibacter-Flavimobilis (rojo) y
Pseudoalteromonas  (pUrpura), Lelliottia (azul cielo), Streptococcus (verde),
Methylobacterium (verde), Sphingomonas (negro), Comamonadaceae (café), Salinivibrio
(marrén),  Uruburuella  (rojo), Microbacterium (verde), Allorhizobium  (café),
Novosphingobium (rojo oscuro), Enterobacter (cian), Pantoea (violeta) y Enterococcus
(fucsia). Las barras intermedias con transparencia representan los cambios en la abundancia
relativa entre cada muestra. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et

al., 2026a).
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Figura 10. Abundancias top 5 nivel de género. Esta figura muestra las diferencias en las
abundancias relativas correspondientes a los dos grupos de condiciones positivas para Bd
(rosa) y negativas para Bd (verde). Se muestra tinicamente el top 5, se codificé para especies,
sin embargo, la asignacion sélo llegd a género. Los demas colores en las barras apiladas
representan a nivel de género los microorganismos presentes en cada muestra. Dentro de los
géneros representados, se encuentran: Vibrio (azul), Halomonas (naranja), Pseudomonas
(verde), Alishewanella (naranja), Stenotrophomonas (marron) y otros géneros (morado). Las
barras intermedias con transparencia representan los cambios en la abundancia relativa entre

cada muestra. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a).

Analisis de diversidad

Patrones de similitud y disimilitud entre condiciones

Se exploraron los patrones de similitud y disimilitud en la composicion bacteriana entre las
condiciones de Bd detectado y no detectado. Los resultados no revelaron un patron claro de

agrupamiento asociado a la condicion de salud en términos de distancias filogenéticas. La
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representacion grafica mediante dendrogramas mostré una intercalacion de muestras de
ambas condiciones (representadas en azul y naranja), sin una segregacion definida por grupo

(Ver Figuras 11, 12).

El analisis de abundancias por muestra a nivel de phylum evidencié una marcada
heterogeneidad interindividual, independientemente de la condicion de deteccion de Bd. Los
phyla Myxococcota, Acidobacteriota, Firmicutes y Bacteroidota presentaron abundancias
relativas bajas en la mayoria de las muestras, mientras que Proteobacteria y Actinobacteriota
fueron consistentemente los taxones dominantes en todas las muestras, sin distincioén por

condicién de salud (Figuras Suplementarias 1-6).

A nivel de familia, Halomonadaceae y Vibrionaceae presentaron las mayores abundancias
relativas de manera consistente en todas las muestras. Otras familias como
Xanthomonadaceae, Alteromonadaceae y Pseudomonadaceae mostraron abundancias
variables entre muestras, con incrementos o disminuciones independientes de la condicion
de deteccion de Bd. Por el contrario, familias como Sphingobacteriaceae y Nocardioidaceae
presentaron las menores abundancias relativas en el conjunto de muestras analizadas (Figuras

Suplementarias 1-6).

Diversidad beta

Para evaluar las diferencias en la estructura comunitaria entre condiciones, se calculo la
diversidad beta mediante el indice de disimilitud de Bray-Curtis, cuyos valores oscilan entre

0 (composicion idéntica) y 1 (composicion completamente diferente).

Los resultados del analisis de diversidad beta no evidenciaron una separacion clara entre las
condiciones de salud. En la representacion grafica, los valores de disimilitud entre muestras
fueron relativamente bajos, representados por circulos pequefios y de coloracion clara.
Asimismo, las distancias filogenéticas representadas en los extremos del dendrograma no
mostraron diferencias marcadas entre condiciones, lo que indica una similitud composicional
entre ambos grupos (Ver Figura 11). El patron de agrupamiento de las muestras, calculado

con base en su similitud, no mostrd una segregacion especifica por condicion de salud, con
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muestras de ambos grupos (Bd positivo y negativo) distribuidas de manera intercalada (Ver

Figura 12).

Diversidad alfa

Se evaluaron multiples indices de diversidad alfa para comparar la riqueza y equitatividad de

las comunidades microbianas entre condiciones. Los indices calculados incluyeron:

e Chaol: estimador de riqueza que considera taxones raros.

o ACE (4bundance-based Coverage Estimator): estimador de riqueza basado en
cobertura.

¢ Shannon: indice que integra riqueza y equitatividad.

e Simpson: indice que pondera la dominancia de taxones abundantes.

e Pielou: indice de equitatividad que evaliia la uniformidad en la distribucion de

abundancias.

Independientemente de la métrica utilizada, no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en los indices de diversidad alfa entre los grupos definidos por la condicion de
deteccion de Bd. Este andlisis fue realizado considerando el conjunto total de muestras, sin

estratificacion por especie de salamandra (Ver Figura 12).

Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA)

El analisis de ordenacion mediante PCoA basado en la matriz de disimilitud de Bray-Curtis
no revel6 una separacion entre las muestras segin su condicion de salud. Las muestras de
individuos con y sin deteccidon de Bd se distribuyeron de manera solapada en el espacio de

ordenacion, sin conformar agrupamientos diferenciados.

Interpretacion de los resultados de diversidad

En conjunto, los andlisis de diversidad alfa y beta sugieren que las comunidades microbianas
cutaneas de las salamandras estudiadas presentan una composicion general similar entre

individuos con y sin deteccion de Bd. Estos resultados indican que, al menos a nivel de la
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estructura comunitaria global, la presencia del patdgeno no se asocia con cambios detectables
en la diversidad o composicion del microbioma cutdneo. No obstante, esta aparente similitud
composicional no descarta la existencia de diferencias funcionales o de interacciones
ecoldgicas entre taxones que podrian ser relevantes para la susceptibilidad o resistencia a la

infeccion (Ver Figuras 11y 12).
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Figura 11. Matriz de distancias por condicién. El siguiente heatmap muestra las distancias
calculadas por el método Bray-Curtis (&rboles en los extremos) para cada muestra por
condicién de deteccion positiva o negativa a Bd como las distancias de los microorganismos
encontrados por muestra. La escala del color azul y el tamafio de los puntos dentro del grafico
estan representando el valor de Bray calculado para cada muestra. Entre més parecidas son
las muestras entre si por condicidn, el color y tamafio del circulo dentro del grafico sera mas
pequefio y de un tono de azul mas intenso. Cada muestra esté etiquetada con un prefijo SRR

y un namero. Las categorias de salud estan mostradas como Healthy, qué son las muestras
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negativas en la deteccion de Bd (en color cian) y Bd (en color rosa) que son todas aquellas

muestras que tuvieron una deteccion positiva de la infeccion.
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Figura 12. Analisis de PCoA (Diversidad beta). El siguiente grafico muestra los resultados
del anélisis de ordenamiento, para las condiciones Bd detectado (positivo +) y Bd no
detectado (negativo -) tomando en cuenta los resultados del indice de diversidad de Shannon
como las transparencias en los circulos de las muestras. El nimero de especies observadas se
indica en el grafico como el tamafio de los puntos. Los graficos de barras estan comparando
la variabilidad de las condiciones con respecto a su ordenamiento, el indice de Shannon y el
nimero de especies observadas. Ademas, se muestran los indices Alfa para el conjunto de
muestras por condicion: Observado, Chaol, ACE, Shannon, Simpson y Pielou sin diferencias

significativas. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.
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Comparacion estadistica de disimilitudes

Se realizd una comparacion estadistica de las distancias de Bray-Curtis intra e intergrupo,
evaluando las disimilitudes dentro de cada condicidon (Bd positivo vs. Bd positivo; Bd
negativo vs. Bd negativo) y entre condiciones (Bd positivo vs. Bd negativo). Los resultados
no revelaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las comparaciones
realizadas, lo que refuerza la observacion de que ambos grupos presentan una estructura

comunitaria similar a nivel composicional.

Identificacion de taxones diferencialmente abundantes

Ante la ausencia de diferencias marcadas en los analisis de diversidad y composicion general,
se procedi6 a identificar taxones especificos que pudieran distinguir entre las condiciones de

salud mediante aproximaciones de mayor resolucion.
Analisis LEfSe

Se emple6 el andlisis LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size), el cual combina
pruebas estadisticas no paramétricas con la estimacion del tamafo del efecto para identificar
taxones diferencialmente abundantes entre condiciones. El procedimiento consiste en dos
etapas: primero, se aplica la prueba de Kruskal-Wallis para identificar taxones con
diferencias significativas entre grupos; posteriormente, se realiza un Analisis Discriminante
Lineal (LDA) que asigna un puntaje a cada taxon, reflejando la magnitud de la diferencia
entre condiciones. Convencionalmente, valores de LDA > 2 se consideran bioldgicamente

relevantes para discriminar entre grupos (Ver Figura 13).

Taxones asociados a individuos sin deteccion de Bd

En los individuos con resultado negativo para Bd, se identificaron al menos ocho taxones

diferenciales con puntajes de LDA > 2. Entre estos se encontraron:

e Familia Enterobacteriaceae

o Género Lelliottia
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e Familia Solimonadaceae
e Orden Salinisphaerales
o Género Elizabethkingia

e Familia Cryomorphaceae

Taxones asociados a individuos con deteccion de Bd

En los individuos con resultado positivo para Bd, se identificd un mayor nimero de taxones

diferenciales con puntajes de LDA > 2, incluyendo:

e Familia Roseiflexaceae

e Familia Microbacteriaceae . .
e Género Aureimonas

e Género Methylobacterium ; )
e Género Paucibacter

o Género Shinella ;
o Género Altererythrobacter

o Orden Frankiales o
e Familia Blastocatellaceae

o (Género Amnibacterium )
e Género Chloronema

e Géenero Xylophilus
o Orden Chloroflexales

e Familia Burkholderiaceae

e (Género Lautropia

Los resultados completos del analisis LEfSe se presentan en las Figuras Suplementarias 7-9.

Validacion de abundancias de taxones marcadores

Con el objetivo de corroborar los resultados del analisis LEfSe, se extrajeron las abundancias
de los taxones identificados como marcadores para compararlas entre condiciones de manera
directa. Este analisis confirm6 los patrones identificados por LEfSe (Ver Figura 13). Por
ejemplo, el género Methylobacterium, identificado como marcador de la condicion Bd
positivo, presentd efectivamente una mayor abundancia en individuos con deteccion del
patogeno en comparacion con los individuos negativos. De manera concordante, la familia
Enterobacteriaceae, identificada como marcador de la condicion Bd negativo, mostrd

abundancias mas elevadas en los individuos sin deteccion de Bd.
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Estos resultados sugieren que, aunque la estructura comunitaria global del microbioma
cutaneo no difiere sustancialmente entre condiciones, existen taxones especificos cuyas
abundancias se asocian de manera diferencial con la presencia o ausencia de Bd, los cuales

podrian estar relacionados con mecanismos de susceptibilidad o resistencia a la infeccion.
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Figura 13. Las abundancias de biomarcadores. El siguiente grafico muestra las
abundancias de cada biomarcador encontrado con el andlisis LEfSE. Las etiquetas de cada
bacteria encontrada como biomarcador estdn a nivel de g_ (género), f (familia), el color que
representa a cada condicidon: con la infeccion positiva: Bd (rosa) y con la infeccién no
detectada: Healthy (beige). Asi mismo se muestra el cladograma que representa dichos

resultados. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.
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Figura 14. Identificacion de biomarcadores por ANCOM-BC nivel familia. Se muestra
la identificacion de biomarcadores en ambas condiciones Bd positivo en color rosa, que
representa a los animales detectados con la infeccion, y Bd negativo en color beige, que
representa a los animales que no tuvieron la infeccion. Las barras muestran la proporcion de
cada familia de bacterias de acuerdo con la condicion. Aquellas barras que sobrepasan el
50%, pueden considerarse como significativas para la condicion dada. Asi mismo, las barras
que alcanzan un 100% también son significativas para el grupo o condicidon que la presenta.

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

Analisis ANCOM-BC

Como aproximacion complementaria para la identificacion de taxones diferencialmente

abundantes, se aplicé el método ANCOM-BC (A4nalysis of Compositions of Microbiomes
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with Bias Correction). Este método permite identificar taxones cuyas abundancias difieren
significativamente entre condiciones, corrigiendo el sesgo composicional inherente a los

datos de secuenciacion de amplicones (Ver Figura 14 y 15).

Familias con abundancias diferenciales

El anélisis ANCOM-BC identificé multiples familias bacterianas que presentaron cambios
en sus abundancias entre las condiciones de Bd detectado y no detectado (Ver Figura 14 y

15).
Familias asociadas a individuos con deteccion de Bd

En los individuos con resultado positivo para Bd, se identificaron familias cuyas abundancias
incrementaron en un rango del 50% al 100% respecto a la condicidon negativa. Entre estas se

encuentran:

Abditibacteriaceae, Acetobacteraceae, Actinomycetaceae, Azospirillaceae, Bacteroidetes (a
nivel de clase), BD2-2, Beijerinckiaceae, Blastocatellaceae, Burkholderiaceae,
Caloramatoraceae, Caulobacteraceae, Clostridiaceae, Cryptosporangiacea, Devosiaceae,
Enterococcaceae, Erwiniaceae, Geodermaphilaceae y Yersiniaceae, entre otras (Ver Figuras

13y 14).
Familias asociadas a individuos sin deteccion de Bd

En los individuos con resultado negativo para Bd, se identificaron familias con incrementos

en sus abundancias en un rango similar (60-100%). Entre estas se incluyen:

A21b, Abditibacteriaceae, Bacteroidetes (a nivel de clase), Beggiatoaceae, Blastocatellaceae,
Carnobacteriaceae, Cardiobacteraceae, Coleofasciculaceae, Chromobacteriaceae,
Desulfobacteraceae, Fusobacteraceaec, Gemellaceae, Gemmatimonadaceae, Labraceae,

Oscillospiraceae, Rhodocyclaceae, Spirochaetaceae, Thermomicrobiaceae y Woeseiaceae.

Validacion estadistica mediante el estadistico de Wald
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Para determinar cuales de las familias identificadas presentaban diferencias estadisticamente
significativas, se aplico el estadistico de Wald, implementado de manera predeterminada en
ANCOM-BC. Este estadistico permite evaluar la significancia de las diferencias en

abundancia entre condiciones, controlando la tasa de falsos positivos (Ver Figura 14 y 15).

Las familias que resultaron diferencialmente abundantes de manera estadisticamente

significativa incluyeron:

e Burkholderiaceae

e Deinococcaceae . .
e Verrucomicrobiaceae

e Omnitrophaceae
e Weeksellaceae

o Sumerlaeaceae o
e Rhizobiaceae

e Morganellaceae
e Streptococcaceae

e Chitinibacteraceae
e Moraxellaceae

e Bdellovibrionaceae
e (Comamonadaceae

e C(lostridiaceae
e (Caulobacteraceae
Los resultados completos del andlisis ANCOM-BC se presentan en las Figuras

Suplementarias 7-9.

Integracion de resultados LEfSe y ANCOM-BC

Es importante sefialar que algunos taxones fueron identificados como diferencialmente
abundantes por ambos métodos (LEfSe y ANCOM-BC), lo que incrementa la confianza en
su asociaciéon con las condiciones de salud evaluadas (Ver Figura 13). Entre estos se
encuentran las familias Burkholderiaceae, Clostridiaceae y Caulobacteraceae. La
convergencia de resultados entre metodologias con fundamentos estadisticos distintos
fortalece la identificacion de estos taxones como potenciales biomarcadores asociados a la

presencia o ausencia de Bd en el microbioma cutaneo de salamandras (Ver Figura 14).
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Figura 15. Identificacion de biomarcadores por ANCOM nivel género. Se muestra la
identificacion de marcadores bioldgicos en ambas condiciones Bd positivo en color rosa, y
Bd negativo en color beige. Las barras muestran la proporcion de cada género de bacteria de
acuerdo con la condicion. Aquellas barras que sobrepasan el 50% pueden considerarse como
significativas para la condicion dada. Asi mismo, las barras que alcanzan un 100% también
son significativas para el grupo o condicion que la presenta. Nota. Modificado de: Ramirez-

Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

Analisis ANCOM-BC a nivel de género

De manera complementaria al analisis a nivel de familia, se aplicé el método ANCOM-BC
para identificar géneros bacterianos con abundancias diferenciales entre las condiciones de

Bd detectado y no detectado (Ver Figura 15).

Géneros con cambios en abundancia
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El analisis revelo géneros que presentaron incrementos en sus proporciones de hasta el 100%

en cada condicion respecto a la condicion opuesta.
Géneros asociados a individuos con deteccion de Bd

En los individuos con resultado positivo para Bd, los siguientes géneros mostraron

incrementos sustanciales en su abundancia:

Candidatus Anammoximicrobium
Geobacillus
Hydrogenoclostridium
Lachnoclostridium

Sphingopyxis
Géneros asociados a individuos sin deteccion de Bd

En los individuos con resultado negativo para Bd, se identificaron géneros con incrementos

de hasta el 100% en su abundancia respecto a la condicién positiva:

Fusobacterium
Alterococcus

Gemella
Angustibacter . )

Verrucomicrobium
Bilophila - )

Williamsia
Candidatus )

Woeseia
Crenobacter

Los resultados de este analisis se presentan en la Figura 15.

Validacion estadistica mediante el estadistico de Wald

Para determinar cudles de los géneros identificados presentaban diferencias estadisticamente
significativas entre condiciones, se aplico el estadistico de Wald. Este analisis identifico los

siguientes géneros como diferencialmente abundantes de manera significativa:
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Mycobacterium, Uruburuella, — Methylobacterium,  Enterobacter, = Aminobacter,
Flavobacterium, Vibrio, Pseudoalteromonas, Acidibacter, Streptococcus, Rickettsiella,
Caulobacter, Leucobacter, Amnibacterium, Abditibacterium, Pseudoxanthomonas,

Deinococcus, Roseomonas, Thermomonas y Sphingomonas (Figuras Suplementarias 7-9).

Concordancia entre niveles taxonomicos

Es relevante destacar la consistencia observada entre los analisis realizados a nivel de familia
y género. Varios de los géneros identificados como diferencialmente abundantes pertenecen
a familias que también fueron sefialadas como significativas en el andlisis previo. Por
ejemplo, el género Caulobacter pertenece a la familia Caulobacteraceae, y Methylobacterium
a la familia Beijerinckiaceae, ambas identificadas previamente como diferenciales. Esta
concordancia entre niveles taxondmicos refuerza la robustez de los resultados obtenidos (Ver

Figuras 13-15).

Adicionalmente, algunos géneros identificados mediante ANCOM-BC coinciden con los
detectados por el analisis LEfSe, como es el caso de Methylobacterium y Amnibacterium, lo
cual proporciona mayor confianza en su papel como potenciales biomarcadores asociados a

la condicion de deteccion de Bd.
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Correlation
range
1.00
0.95
0.90
0.85
0.8
Size
degree {
20 @

-@

Phylum b
Proteobacteria (42.25%) e Proteobacteria (36.05%)
Bacteroidota (15.86%) 398 nodos/1725 conexiones Bacteroidota (19.52%)
Actinobacteriota (13.48%) 1261 nodos/18012 conexiones Actinobacteriota (11.13%)
Chloroflexi (4.9%) Firmicutes (6.21%)
Verrucomicrobiota (4.9%) Verrucomicrobiota (4.52%)
Myxococcota (4.11%) Acidobacteriota (4.35%)
Acidobacteriota (3.89%) Myxococcota (4.35%)
Bdellovibrionota (2.24%) . @ . Bdellovibrionota (3.31%)
Firmicutes (1.59%) Q Negative Positive Chloroflexi, Gemmatimonadota
Gemmatimonadota (1.15%) (1.13%)

Figura 16. Red de microbiota para animales negativos a Bd. Se muestran las redes
inferidas para el caso de todos los animales que tuvieron como resultado una deteccion
negativa de la infeccion por el hongo quitrido. Esta red fue construida a nivel de Phylum, por
lo que todos los phylum aqui representados como nodos (circulos) dentro del grafico
corresponden a microorganismos de este phylum si tienen el mismo color. Los colores
indican el phylum, las correlaciones calculadas por el método de Pearson con un threshold
de 0.8 se muestran (lineas) en un degradado de color rosa dependiendo del threshold. El
tamafio del nodo dependera del grado y tiene un rango de 20 a 55 conexiones. Las
proporciones de cada phylum encontrado en esta condiciéon se muestran en paréntesis. Al
grafico se le aplico una distribucion de Fruchterman Reingold y la deteccion de comunidades
se realizd por el método de Louvain. También se graficaron las correlaciones positivas y
negativas (verde y rojo respectivamente). Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal &

Alvarez-Martinez et al., 2026a.
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Para evaluar diferencias estructurales entre comunidades microbianas, se infirieron redes de
co-ocurrencia/co-abundancia por condicion (Bd— vs. Bd+). A diferencia de otros resultados
presentados previamente, en este caso se observa una variacion marcada en la arquitectura
global de las redes, lo que sugiere una reorganizacion de las interacciones microbianas

asociada al estado de infeccion (Ver Figura 16).

En los individuos negativos a Bd—, la red muestra una estructura claramente modular,
caracterizada por un alto numero de clusteres bien definidos. Este patron indica la presencia
de subcomunidades de microorganismos con asociaciones internas relativamente cohesivas.
De forma adicional, las correlaciones entre phyla, aun cuando involucran linajes
taxonémicamente distintos, son particularmente fuertes, lo que sugiere una conectividad
robusta entre grupos filogenéticos diferentes. Notablemente, cada mddulo conserva un patron
relativamente consistente en términos de tamafio (numero de nodos), morfologia y
composicién taxondmica, lo que podria interpretarse como evidencia de estructuras
comunitarias estables y potencialmente redundantes desde una perspectiva funcional (Ver

Figura 16).

En cuanto a la distribucion de conectividad, se observa que una fraccion considerable de
nodos presenta grados elevados en ambas redes. Esto implica la existencia de nodos
altamente conectados (potenciales hubs), con tamafnos asociados a aproximadamente 30
conexiones por nodo segun la visualizacion utilizada. La presencia de hubs y modularidad
suele asociarse con comunidades donde coexisten interacciones locales fuertes (dentro de
modulos) y puentes entre modulos, lo cual puede influir en la estabilidad ecolédgica, la

propagacion de perturbaciones y la resiliencia de la comunidad.

Respecto a la composicién por phylum en la condicion Bd—, se observo un predominio de
Proteobacteria, con 42.35%de abundancia relativa. En segundo lugar, se ubicé Bacteroidota
con 15.86%, seguido por Actinobacteriota con 13.48%. Posteriormente se identificaron
Chloroflexi y Verrucomicrobiota, ambos con 4.9%, y finalmente Firmicutes con 1.59%. Este
perfil sugiere una comunidad dominada por Proteobacteria, pero con una contribucion

relevante de phyla tipicamente asociados a funciones metabdlicas complementarias (por
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ejemplo, degradacion de polisacaridos, metabolismo secundario y procesamiento de
compuestos complejos), lo que puede influir tanto en la estructura de la red como en la

capacidad del sistema para amortiguar perturbaciones (Ver Figura 16).

En la red correspondiente a los animales positivos a Bd (Bd+), se observa que los nodos
también se organizan en clusteres, aunque con una fragmentacion aparente mayor (mayor
numero de agrupamientos). Las aristas que conectan los nodos presentan correlaciones de
alta intensidad, evidenciadas por la predominancia de enlaces con tonalidades mas oscuras
en la visualizacion. En términos de composicion, se aprecia una dominancia consistente de
nodos pertenecientes a Proteobacteria dentro de la mayoria de los clusteres. A diferencia de
la condicién Bd—, no se observan subestructuras jerarquicas evidentes (p. €j., “sub-clusteres”
integrados dentro de mddulos mayores), lo cual sugiere una organizacién menos estratificada

y potencialmente mas dispersa.

En cuanto a la distribucion del grado, los nodos exhiben tamafios relativamente homogéneos
y, en general, menores, lo que sugiere que la mayoria de los taxones presentan un nimero
moderado de conexiones y que la red carece de hubs tan prominentes como los observados
en Bd—. Esto es consistente con una red donde las interacciones positivas estan mas repartidas

entre nodos, pero con menor concentracion de conectividad en taxones especificos.

Respecto a la composicion por phylum en Bd+, se observan proporciones distintas a la
condicion Bd—. En particular, Proteobacteria representa 36.05% (menor que en Bd-),
seguido por Bacteroidota con 19.52%, Actinobacteriota con 11.13%, Firmicutes con 6.21%
y Verrucomicrobiota con 4.2%, ademas de otros phyla con abundancias relativas inferiores
al 2%. En conjunto, estos resultados indican una variacion composicional leve pero
consistente entre condiciones, compatible con un reacomodo comunitario asociado a la

infeccion.
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Comparacion cuantitativa de conectividad a nivel de género

Para evaluar formalmente las diferencias estructurales entre condiciones, se calcularon las
correlaciones positivas a nivel de género. En la red integrada de salamandras Bd—, se
identificaron 315 correlaciones positivas y aproximadamente 111 nodos. En contraste, la red

integrada de salamandras Bd+ present6 165 correlaciones positivas y 129 nodos.

Este patron —mas nodos, pero menos conexiones en Bd+— sugiere que la infeccidon podria
asociarse con una pérdida neta de relaciones positivas (conectividad) que en el estado no
infectado contribuyen a la cohesion de la comunidad. Desde una perspectiva ecoldgica de
redes, una disminucién marcada del numero de aristas puede interpretarse como
debilitamiento de asociaciones o ruptura de co-ocurrencias consistentes, lo cual es
compatible con una comunidad sometida a perturbacion (disbiosis), aun cuando mantenga

riqueza o presencia de taxones.

En el mismo andlisis se calcularon correlaciones negativas; sin embargo, estas no fueron
visibles bajo el umbral (threshold) y el esquema de filtrado empleados. Por lo tanto, se
concluyo que, a ese nivel de correlacion y con los criterios de inclusion establecidos, no se
detectaron interacciones negativas significativas en ninguna de las dos condiciones. Es
importante sefialar que esta conclusion es condicional al método y al umbral: la ausencia de
enlaces negativos en la red final no implica necesariamente ausencia de relaciones negativas
en el sistema bioldgico, sino que dichas sefiales pueden quedar por debajo del criterio

estadistico/operacional definido.

Modularidad por especie y por condicion

Posteriormente, se estim6 la modularidad de las redes a nivel de género por especie. En
salamandras Bd—, los valores de modularidad para E. bislineata, Desmognathus y
Notophthalmus fueron 0.732, 0.742 y 0.814, respectivamente. Eurycea y Desmognathus

mostraron valores muy similares, mientras que Notophthalmus presentd una modularidad
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mayor, consistente con una organizacion comunitaria mas compartimentalizada (Ver Figuras

17).

En salamandras Bd+, los valores estimados fueron 0.000, 0.695 y 0.851 para Eurycea,
Desmognathus y Notophthalmus, respectivamente. Considerando la comparacion entre
estados de salud, se observa una disminucion de la modularidad asociada a la infeccion en
Desmognathus (0.742 — 0.695) y, de manera mas marcada, en Eurycea (0.732 — 0.000).
Este ultimo resultado sugiere una pérdida severa de estructura modular detectable, aunque
conviene interpretarlo con cautela, un valor de 0 puede reflejar también limitaciones del
método de deteccion de comunidades dadas las propiedades especificas de esa red (por

ejemplo, densidad, conectividad o tamafio efectivo), Ver Figura 17.

En contraste, para N. viridescens se observd un aumento ligero de modularidad de 0.814 a
0.851 (A=0.037). Este comportamiento diferencial podria indicar que la infeccion no afecta
de forma uniforme la organizaciéon de la comunidad entre especies hospedero, y que en
Notophthalmus la red podria reorganizarse hacia wuna estructura ain mas
compartimentalizada (por ejemplo, por expansion de modulos dominados por ciertos
taxones), aunque esta interpretacion debe sustentarse con métricas complementarias (p. €j.,

densidad, grado medio, distribucién de grados, o centralidad de nodos clave), Ver Figura 17.
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Figura 17. Estructura de las redes: Modularidad. La siguiente figura muestra las redes
inferidas por cada especie de animal analizado: E. bislineata, D. monticola'y N. viridescens,
con Bd detectado (positivos) en la parte inferior y negativos a Bd en la parte superior. En el
extremo izquierdo se muestra una tabla con los valores de modularidad calculados para cada
red; las etiquetas corresponden a: E (Eurycea), D (Desmognathus), N (Notophthalmus). Cada
una de las redes presenta un distinto grado de modularidad, lo que puede observarse
directamente en las redes construidas. El método de inferencia utilizado fue Spearman. El
tamafio del nodo en el grafico es equivalente al respectivo degree en un rango de 20 a 55
conexiones. Las conexiones presentan colores aleatorios de acuerdo con el nodo de salida.
Se tomaron en cuenta los nodos que tuvieran de una a mas conexiones. Nota. Modificado de:

Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.
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Eurycea bislineata Notophtalmus viridicens
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Desmognathus monticola
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Figura 18. Comparacion de la composicion de microorganismos dentro de cada
condicion. Se muestran los respectivos diagramas de Venn para cada una de las especies de
animales aqui analizadas por condicion. (negativo) Corresponde a la etiqueta de los animales
sin infeccion por Bd en color azul para todos los casos. En color rojo se muestran todos
aquellos animales que tuvieron Bd (positivo). Cada prefijo utilizado N ,D E esla inicial
del género del animal estudiado. Los valores en el circulo azul representan el niimero de
bacterias propias de la condicion sin Bd. Mientras que el nimero dentro de los circulos rojos
representa el nimero de especies de bacterias propias de la condicidn positiva a la infeccion.
La lista de especies utilizada para generar los graficos es con respecto a los moddulos
encontrados en la figura . El nimero que se encuentra en el centro (interseccion) de ambos
circulos es el nimero de bacterias que tienen en comun. Nota. Modificado de: Ramirez-

Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a).
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Con el fin de evaluar si la infeccion por Bd se asocia con cambios en la composicion
taxondmica de las redes modulares inferidas (nivel de género), se extrajeron las listas de
nodos (géneros bacterianos) presentes en cada red, separando por condicion de salud (Bd—
vs. Bd+) y por género de salamandra. Dado el gran volumen de taxones recuperados, las listas
completas se presentan en tablas (Apéndice; ver Tabla/Anexo correspondiente), mientras que
en el texto se reportan inicamente los totales, los patrones de solapamiento y algunos géneros

representativos por su relevancia biologica o clinica (Ver Figura 18).

Eurycea

En Eurycea, la red asociada a individuos Bd— incluy6 179 géneros bacterianos, mientras que
la red de individuos Bd+ incluy6 19 géneros. Este contraste sugiere una reduccion marcada
del repertorio de géneros detectables en la red bajo la condicion Bd+ (consistente con una
simplificacion de la comunidad o con una pérdida de conectividad/robustez de las
asociaciones). Entre los géneros presentes en Bd+ se identificaron taxones de interés

ecologico y/o clinico como Treponema, Wautersiella, lodobacter 'y Chitinimonas.

La comparacién entre condiciones mostrd la existencia de un subconjunto de géneros
compartidos (interseccion Bd— N Bd+), asi como géneros exclusivos de cada condicion. En
el texto principal se destacan, por su frecuencia de reporte en microbiomas y/o relevancia
biomédica, géneros como Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas, Vibrio, Enterococcus,
Streptococcus, Mycobacterium y Legionella, cuya presencia (y potencial reorganizacion) es
consistente con escenarios de disbiosis o con cambios en oportunidades ecologicas durante

la infeccion (Ver Figura 18 y 19).

Desmognathus

Para Desmognathus, se recuperaron 97 géneros en la condicion Bd+ y 94 géneros en Bd—, lo
que indica que el tamafio del repertorio taxondémico es comparable entre condiciones. Sin

embargo, la similitud en riqueza no implica necesariamente estabilidad: en redes ecoldgicas
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es comun observar recambio composicional (géneros que desaparecen y otros que emergen)
sin cambios drasticos en el numero total de nodos. Por ello, ademas del conteo de géneros,
se analiz¢ el solapamiento entre condiciones y la presencia de géneros con posible relevancia
funcional o patogénica. En este conjunto destacan, entre otros, miembros de Clostridium
sensu stricto, asi como géneros asociados a metabolismo anaerobio y degradacion de
compuestos complejos. El recambio taxondmico se interpreta juntamente con métricas
topoldgicas (numero de aristas, modularidad y distribucion de grados, evitando inferencias

basadas unicamente en abundancias (Ver Figura 18 y 19).

Notophthalmus

En Notophthalmus, ambas condiciones compartieron un nucleo amplio de géneros
(interseccion), dentro del cual aparecen repetidamente taxones bien conocidos como
Acinetobacter, Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Enterococcus, Streptococcus,
Mycobacterium, Flavobacterium y Legionella, ademas de multiples géneros ambientales
caracteristicos de ambientes acuaticos o asociados a materia orgénica. Adicionalmente, se
observé un marcado contraste en el nimero total de géneros detectados por condicion (Bd—
vs. Bd+), lo cual, en combinacién con la reduccién de aristas reportada para redes Bd+
(seccion previa), sugiere que la infeccion no solo puede acompafiarse de cambios en la
composicion, sino también de una reorganizacion de asociaciones positivas entre taxones,
con implicaciones potenciales para la estabilidad y la compartimentalizacion de la

comunidad microbiana (Ver Figura 18 y 19).

En conjunto, estos resultados muestran que el efecto de Bd sobre la microbiota cutanea
(representada aqui como redes a nivel de género) no es uniforme entre hospedadores. En
algunos casos (p. €j., Eurycea), la condiciéon Bd+ se asocia con una reduccién marcada del
numero de géneros presentes en la red, mientras que en otros (p. €j., Desmognathus) el
nimero total de géneros es similar entre condiciones, pero con evidencia de recambio
composicional. Estas diferencias deben interpretarse junto con las propiedades topologicas
ya reportadas (pérdida neta de aristas en Bd+, variaciones de modularidad), dado que la

transicion hacia disbiosis puede expresarse tanto como cambios en quién estd presente
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(composicidon) como en coOmo se asocian los miembros de la comunidad (estructura de

interaccion).

Es importante sefialar que la presencia de géneros con antecedentes clinicos (por ejemplo,
Pseudomonas, Acinetobacter, Mycobacterium, Legionella, Enterococcus o Streptococcus)
no implica por si sola patogenicidad en anfibios; sin embargo, su recurrencia en redes
asociadas a Bd+ o su reacomodo dentro de modulos especificos puede ser compatible con un
contexto de oportunismo ecologico y alteracion de barreras microbianas, hipdtesis que se
evallia de manera mas directa al integrar estos resultados con la inferencia de vulnerabilidad

y con el analisis funcional (Ver Figura 18 y 19).
D_positive

46

E_negative

76 6

<

N_positive
Figura 19. Comparacion de la composicion de microorganismos entre todos los grupos.
Se muestra el diagrama de Venn correspondiente para la comparacion en la composicion de
bacterias a nivel de género entre los 3 grupos de animales sanos (negativos a Bd) y los tres
grupos de animales con infeccion (positivos a Bd). Los nombres estan representados en las
etiquetas con las iniciales (E : Eurycea), (D_Desmognathus) y (N_ Notophthalmus). La
condicién a la que pertenecen esta indicada como (_negative) o (_positive) dependiendo de

si la infeccion no fue o fue detectada en los animales, respectivamente. La lista de especies
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utilizada para generar los graficos es con respecto a los modulos encontrados en la figura .

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

Comparacion global de taxones a nivel de género entre condiciones (Bd— vs. Bd+)

Con el objetivo de sintetizar las diferencias composicionales a nivel de género entre
salamandras sin infeccion detectable (Bd—) y con infeccion detectable (Bd+), se realiz6 una
comparacion global integrando todas las muestras disponibles, sin discriminar por especie de
salamandra. Dado que el andlisis se reporta a nivel taxondmico de género, en adelante se
utilizaran los términos “géneros bacterianos” o “taxones a nivel de género” (en lugar de

“bacterias”), para mantener precision conceptual.

En esta comparacion conjunta se observéd que, independientemente del estado de infeccion,
las salamandras comparten 44 taxones a nivel de género (interseccion Bd— N Bd+. Para evitar
que el texto principal se vuelva excesivamente descriptivo, la lista completa de estos 44
géneros se presenta en el Apéndice. En el cuerpo del capitulo se destacan inicamente algunos
géneros ancla por su recurrencia y relevancia ecoldgica/biomédica, entre los cuales se
encuentran:  Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas, Vibrio, Flavobacterium,
Enterococcus, Streptococcus, Mycobacterium, Legionella, Delftia, Halomonas 'y

Stenotrophomonas.

Posteriormente, se efectud un anélisis por condicion. En las salamandras Bd+ se identificaron
68 taxones a nivel de género compartidos entre todas las especies incluidas. Mientras que en
el texto se mantienen como referencia los mismos géneros ancla (por ejemplo, Pseudomonas,
Acinetobacter, Aeromonas, Vibrio, Flavobacterium, Enterococcus, Streptococcus,
Mycobacterium, Legionella, Delftia, Halomonas y Stenotrophomonas), en tanto representan
componentes recurrentes del conjunto compartido y facilitan la comparacidn entre secciones.
De forma analoga, para el conjunto de salamandras Bd— se encontraron 70 taxones a nivel

de género compartidos (Ver pagina de disponibilidad de datos para las listas completas). En
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la narrativa se preserva la mencion de los géneros ancla antes enlistados, con fines de

continuidad interpretativa.

Finalmente, es importante subrayar que el hecho de que existan taxones compartidos (44
entre condiciones, 68 en Bd+y 70 en Bd—) no implica necesariamente equivalencia ecoldgica
entre estados. En el marco del analisis de redes, la diferencia puede residir en cambios de
abundancia relativa y/o en la reorganizacion estructural (centralidad, modularidad y
pertenencia a modulos), y no tinicamente en la presencia/ausencia de taxones. Por tanto, la
interpretacion bioldgica de estas intersecciones debe complementarse con métricas de red
(por ejemplo, cambios en nodos centrales, pérdida/ganancia de enlaces, reconfiguracion de
modulos) para evaluar si ciertos géneros ancla incrementan su relevancia topoldgica o

funcional bajo infeccién.

Con el fin de evaluar si los modulos de co-ocurrencia presentaban patrones comparables entre
condiciones (Bd— vs. Bd+) y entre especies de salamandras, se analiz6 un moédulo altamente
denso por red, bajo el supuesto de que estos subcomponentes capturan asociaciones
microbianas particularmente robustas. Para el género Eurycea, inicamente se considero la
red que mostréo un valor de modularidad interpretable, a causa de que la ausencia de

modularidad limita la identificacion confiable de mddulos funcionales.

El analisis revelo que las similitudes modulares son escasas y mayoritariamente restringidas
a comparaciones pareadas, sin que se identificard un conjunto de taxones a nivel de género
compartido de manera consistente entre todas las salamandras o entre ambas condiciones.
Las coincidencias observadas ocurrieron principalmente dentro de la misma condicion (por
ejemplo, Bd— vs. Bd—), lo que sugiere que la estructura modular es altamente dependiente
del contexto ecologico y del hospedero, y no responde a un patron universal asociado
unicamente a la presencia o ausencia de Bd. En consecuencia, no se procedid al analisis
exhaustivo del resto de los modulos, dado que la falta de reproducibilidad global limita su

interpretacion comparativa.

Las coincidencias detectadas entre pares de redes incluyen géneros como Devosia,

Roseiarcus, Ensifer, Blyil0 y 1174-901-12, asi como asociaciones adicionales entre

98



Desmognathus Bd+ y Bd— (por ejemplo, Haliangium, Psychrobacter, Nocardioides y
Shinella). Dado que la resolucion taxondémica alcanzada fue predominantemente a nivel de
género —aun tras intentar forzar la asignacion a especie mediante DECIPHER—, estos
resultados deben interpretarse como indicadores de agrupamientos taxonémicos generales,
mas que como evidencia de linajes especificos con funciones patogénicas o protectoras

definidas.

Desde un punto de vista ecologico, la ausencia de modulos compartidos entre condiciones
sugiere que la infeccion por Bd no reconfigura simplemente la microbiota cutdnea mediante
la sustitucion de unos pocos géneros clave, sino que podria inducir reorganizaciones
estructurales mas profundas en las asociaciones microbianas. Esto es consistente con
escenarios en los que la perturbacion afecta las interacciones entre taxones, mas que su

presencia individual.
Redes Core

Para explorar esta posibilidad, se analiz6 el subconjunto de correlaciones mas fuertes (redes
core), incrementando el umbral de correlacion con el fin de capturar asociaciones
potencialmente mas estables. Las redes core mostraron diferencias marcadas entre
condiciones. En salamandras Bd— se observo un mayor numero de correlaciones fuertes
(=0.9-1), con 280 conexiones y 65 nodos, ademds de una distribucidon relativamente
homogénea de grado entre nodos. Este patron es compatible con una red con mayor
redundancia estructural, donde multiples taxones participan en asociaciones intensas, lo que

podria conferir una mayor robustez frente a perturbaciones (Ver Figura 20).

En contraste, la red core de salamandras Bd+ presentd menos conexiones (96) y menos nodos
(35), con correlaciones de menor magnitud (=0.7-0.8) y una distribucion de grado mas
heterogénea, en la que solo algunos nodos concentran una proporcion significativa de las
conexiones. Este patron es consistente con una centralizacion de la red bajo condiciones de
estrés, en la que la pérdida de asociaciones fuertes reduce la redundancia y vuelve a la

comunidad potencialmente mas vulnerable a perturbaciones adicionales (Ver Figura 20).
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En conjunto, estos resultados apoyan la hipotesis de que la infeccioén por Bd se asocia no solo
con cambios en la composicidn microbiana, sino con una reconfiguracion de la arquitectura
de interacciones, caracterizada por una disminucion de la conectividad fuerte y una posible
pérdida de estabilidad ecoldgica. Bajo este marco, las diferencias entre condiciones podrian
residir principalmente en abundancias relativas, centralidad de nodos y estructura de

modulos, mas que en la simple presencia o ausencia de taxones a nivel de género, lo que

refuerza la pertinencia de enfoques basados en redes para el estudio de la disbiosis asociada

a Bd.

20 @

55
o Positive . @ Negative

Figura 20. Red core para animales con y sin infeccién. Esta figura presenta las redes

inferidas para cada condicioén (Negativa a Bd) o (positiva a Bd) sin distincion de la especie
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de animal analizada. Cada nodo representa el nombre del género de la bacteria y el tamafio
del nodo va de acuerdo con el grado del nodo en un rango de 20 a 55 conexiones. Se aplicd
el método de correlacion de Spearman para la inferencia de estas redes y se aplicé también
un threshold de 1 para encontrar las conexiones con mayor fuerza y significancia en cada
condicion. Las conexiones presentan distintas tonalidades de acuerdo con el threshold (0.9 a
1) en degradado de azul para los animales con deteccion positiva a Bd y rosa para los animales
con una deteccion negativa a Bd. La intensidad y grosor de las conexiones son dependientes
del threshold. Se hizo un filtrado de las conexiones por grado; aquellos nodos con menos de
3 conexiones no fueron tomados como relevantes para el grafico. El diagrama de Venn esta
construido para la lista de bacterias presentes en cada grupo de animales dependiendo de la
condicion C_SBD (sin Bd o negativo a la infeccion) y C BD (con Bd o positivo a la
infeccion). Los circulos azul y rojo representan cada red core y sus componentes y la
interseccion representa aquellos componentes que comparten ambos grupos. Los valores en
cada seccion de los circulos partes externas o en el centro representan el numero de
componentes totales para cada grupo y el nimero de componentes compartidos. Nota.

Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

Al comparar la composicion de los taxones a nivel de género que conforman las redes core,
ver Figura 20, se observo que ambas condiciones —salamandras Bd— y Bd+— comparten
unicamente cinco géneros bacterianos: Blastococcus, Ruminococcus, Candidatus,
Paracaedibacter y Deefgea. Esta coincidencia minima indica que la fraccion central de la
red, definida por asociaciones fuertes y potencialmente estables, difiere de manera sustancial
entre estados de salud, lo que sugiere una reorganizacion profunda del nucleo interactivo de

la microbiota asociada a la infeccion por Bd.

La red core de salamandras sin infeccion (Bd—) presentd una composicién diversa y
heterogénea, integrada por géneros asociados a distintos nichos metabdlicos, incluidos

taxones aerobios, anaerobios y fermentadores. Entre los géneros mas representativos se
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encuentran Oligoflexus, Crenobacter, Nocardia, Phreatobacter, Methylomonas, Fonticella,
Leucobacter, Roseiarcus, Prevotella (grupo Prevotella_7), Pleomorphomonas, Jeongeupia,
Ruminiclostridium, Desulfomonile, Microcoleus, Cerasicoccus, Cytophaga, Bilophila,
Sandaracinus, Odoribacter, Intestinimonas, Syntrophobacter, Verrucomicrobium, Woeseia,
Agrococcus, Methylocella, Flectobacillus, Sporocytophaga, Haemophilus, Fusobacterium,

Ignavibacterium, Blautia y Rheinheimera, entre otros (lista completa en Apéndice).

En contraste, la red core de salamandras con infeccion por Bd (Bd+) mostré una composicion
notablemente distinta, caracterizada por la presencia de géneros frecuentemente asociados a
ambientes anaerobios, procesos fermentativos y consorcios microbianos especializados.
Entre los taxones identificados se encuentran Candidatus Anammoximicrobium, Candidatus
Armantifilum, Peptococcus, Chthonomonas, Candidatus Competibacter, Citrifermentans,
Gemmata, Actinospica, Kineococcus, Acetobacteroides, Gordonibacter, Robinsoniella,
Clostridium sensu stricto (grupos 9 'y 13), Rubrivivax, Syntrophus, Chitinivorax,
Anaerovorax, Vampirovibrio, Candidatus Amphibiichlamydia, Buttiauxella, Anaerotruncus,

Runella, Achromobacter, Macellibacteroides, Glutamicibacter 'y Actinomycetospora.

La escasa superposicion entre redes core refuerza la idea de que la infeccion por Bd no
implica Unicamente la pérdida o ganancia marginal de algunos géneros, sino una
reconfiguracion del conjunto de interacciones mas fuertes, que podria reflejar una alteracion

en la estabilidad ecoldgica y en la redundancia funcional de la microbiota cutdnea.

Posteriormente, se analiz6 la distribucion de propiedades topologicas de las redes en funcion
de la condicion de salud (Bd— vs. Bd+) y de la categoria de susceptibilidad a la infeccion de
cada especie de salamandra. Las métricas evaluadas fueron Degree, Neighborhood
Connectivity, Eccentricity y Clustering Coefficient. Para este andlisis se aplico una ANOVA
de una via, seguida de una prueba post hoc de Tukey, con el fin de identificar diferencias

significativas entre grupos (Ver Figura 21).
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Al comparar a Notophthalmus (especie considerada susceptible) y FEurycea (especie
tolerante), ambas en condicidon negativa a Bd, se detectaron diferencias significativas en el
Degree, indicando que los nodos de la red de Eurycea presentan, en promedio, un mayor
numero de conexiones. De manera consistente, la métrica Neighborhood Connectivity
también mostrd valores significativamente mas altos en Eurycea, 1o que sugiere una mayor
interconectividad entre vecinos inmediatos en esta especie. Las métricas restantes
(Eccentricity 'y Clustering Coefficient) no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre ambas especies bajo esta condicion (Ver Figura 21).

Estos resultados indican que, en ausencia de infeccion por Bd, las redes microbianas de
Notophthalmus y Eurycea comparten una arquitectura topologica globalmente similar,
aunque Eurycea presenta un patron de conectividad local ligeramente més denso. Desde una
perspectiva ecoldgica, este incremento en el nimero de conexiones por nodo y en la
conectividad entre vecinos podria traducirse en una mayor redundancia estructural, lo que
potencialmente contribuiria a una mayor tolerancia frente a perturbaciones, sin que ello

implique necesariamente diferencias en la composicion taxondémica per se.
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Figura 21. Comparacion estadistica de diferencias topoldgicas entre especies
susceptibles y tolerantes. Esta figura presenta la comparacion de los calculos de centralidad
realizados para cada una de las redes por condicidon. Las etiquetas (-) representan las redes
de animales sin la infeccion por Bd detectada (negativos). La inicial N o E hace referencia a
la inicial de la salamandra analizada: Notophthalmus o Eurycea. También los colores de las
cajas del grafico representan la especie de salamandra en naranja y gris. La significancia se
presenta con (*, **** y ns) para comparaciones significativas y no significativas,
respectivamente. Se realizo una prueba de ANOVA en una via con prueba post-hoc Tukey.

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

Las mismas especies de salamandras fueron analizadas siguiendo el procedimiento
metodologico previamente descrito, restringiendo en este caso el analisis exclusivamente a
las muestras positivas a la infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis. La comparacion
entre Notophthalmus (especie susceptible) y Eurycea (especie tolerante) reveld diferencias
significativas en practicamente todas las propiedades topologicas evaluadas, con la tnica

excepcion de la métrica Betweenness.

En particular, los resultados indican que las redes correspondientes a Eurycea positivas a Bd
presentan un mayor Degree promedio, lo que refleja un nimero mas elevado de conexiones
por nodo en comparacion con Notophthalmus. De manera consistente, se observaron valores
significativamente mayores en métricas asociadas a la estructura local de la red, como
Closeness, Neighborhood Connectivity y Clustering Coefficient, 1o que sugiere una mayor
cercania entre nodos, una interaccidn mas intensa entre vecinos inmediatos y una mayor
formacidn de clusteres en la microbiota cutanea de Eurycea bajo condicion de infeccion (Ver

Figura 21).

Asimismo, se detectaron diferencias en métricas relacionadas con la organizacion global de
la red, indicando que la fragmentacion estructural es mas evidente en Eurycea que en

Notophthalmus cuando ambas especies se encuentran infectadas. Este patron sugiere que,
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frente a la perturbacién impuesta por Bd, la red microbiana de Eurycea no colapsa hacia una
estructura simplificada, sino que mantiene —o incluso incrementa— su complejidad

topoldgica mediante una reorganizacion interna.

En contraste, la métrica Betweenness, que identifica a los nodos puente o nodos clave
responsables de conectar diferentes regiones de la red, no mostr6 diferencias significativas
entre ambas especies. Esto indica que, aun en presencia de la infeccion, la posicion relativa
de los nodos centrales se conserva, sugiriendo la existencia de un nucleo funcional estable
compartido entre redes. Dichos nodos suelen corresponder a géneros bacterianos con
funciones ecologicas relevantes dentro del microbioma, ya sea en el mantenimiento de flujos
de informacion, intercambio metabolico o regulacion de interacciones microbianas (Ver

Figura 22).

Desde una perspectiva ecologica de redes, estos resultados sugieren que Eurycea responde a
la infeccion por Bd mediante una reorganizacion topoldgica que preserva la conectividad
local y la modularidad, lo que podria conferir una mayor capacidad de amortiguamiento
frente a la perturbacion. En cambio, Notophthalmus exhibe una red con menor conectividad
y cohesion, lo que podria traducirse en una mayor vulnerabilidad estructural ante el estrés
impuesto por el patogeno. Importante hay que destacar que estas diferencias no se explican
unicamente por la presencia o ausencia de ciertos géneros bacterianos, sino por cambios en
la arquitectura de interacciones, particularmente en términos de conectividad, agrupamiento

y redundancia estructural (Ver Figura 22).
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Figura 22. Comparacion estadistica de diferencias topologicas entre especies
susceptibles y tolerantes. Esta figura presenta la comparacion de los calculos de centralidad
realizados para cada una de las redes por condicion. Las etiquetas (+) representan las redes
de animales con la infeccion por Bd detectada (positivos). La inicial N o E hace referencia a
la inicial de la salamandra analizada: Notophthalmus o Eurycea. También los colores de las
cajas del grafico representan la especie de salamandra en azul y gris. La significancia se
presenta con (*, **** y ns) para comparaciones significativas y no significativas,
respectivamente. Se realizo una prueba de ANOVA en una via con prueba post-hoc Tukey.

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

Posteriormente, se analizaron las propiedades topoldgicas de las redes microbianas
correspondientes a las especies de salamandra Eurycea y Desmognathus, ambas catalogadas

como tolerantes o resistentes a la infeccion causada por Batrachochytrium dendrobatidis. El
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analisis se realizd siguiendo el mismo procedimiento estadistico previamente descrito,

permitiendo una comparacion directa entre ambas especies bajo la condicion negativa a Bd.

Los resultados indicaron que, para la mayoria de las métricas topologicas evaluadas, no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre ambas especies. Este patron
sugiere que Eurycea y Desmognathus comparten una arquitectura de red global similar
cuando se encuentran en un estado de salud libre de infeccidn, lo que es consistente con su

clasificacion ecoldgica como especies tolerantes o resistentes al patogeno (Ver Figura 23).

No obstante, se identificaron diferencias significativas en métricas especificas,
particularmente en Closeness 'y Eccentricity. Estas métricas estdn asociadas,
respectivamente, con la cercania promedio entre los nodos de la red y con el grado de
fragmentacion o dispersion estructural de la misma. En este sentido, Desmognathus presentd
valores que indican una mayor cercania entre nodos, asi como una mayor fragmentacion

relativa de la red microbiana en comparacion con Eurycea.

Desde una interpretacion ecoldgica de redes, estos resultados sugieren que, aun cuando
ambas especies mantienen una estructura global comparable, Desmognathus exhibe una
organizacion interna mas compacta pero estructuralmente mas fragmentada, lo que podria
reflejar estrategias alternativas de organizacion del microbioma frente a condiciones
ambientales similares. Esta diferencia podria estar relacionada con variaciones en la dindmica
de interaccion microbiana, en la redundancia funcional o en la forma en que la microbiota se
distribuye espacialmente sobre la piel del hospedero, sin que ello implique necesariamente

una desventaja frente a la infeccion (Ver Figura 23).

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la idea de que la tolerancia o resistencia a Bd no
depende de una unica configuracion topologica, sino que puede emerger a partir de multiples
arquitecturas de red funcionalmente viables, las cuales difieren en su organizacion fina, pero

mantienen propiedades globales comparables.

107



Centrality measures comparison - Dearee Centrality measures comparison - ClosenessCentrality Ne ga tivos Q

~nwpsiline XY

ClosenessCentrality
ST e
g8 & 8

°

‘%"f’:'-'."b
000 we oo voee

S 0 () T e G

Centrality measures comparison - BetweennessCentrality Centrality measures comparison - ClusteringCoefficient

100 o PEVS 1.00

ClusteringCoefficient
o o o
} & 3

°
2 B

232 e ®
PRV ¥ TS

D (-) E(-) D () E(-)

000

Centralitv measures comparison - NeiahborhoodConnectivit Centrality measures comparison - Eccentricity

12 prazen

Eccentricity

E ()

Figura 23. Comparacion estadistica de diferencias topologicas entre especies tolerantes.
Esta figura presenta la comparacion de los célculos de centralidad realizados para cada una
de las redes por condicion. Las etiquetas (-) representan las redes de animales sin la infeccion
por Bd detectada (negativos). La inicial D o E hace referencia a la inicial de la salamandra
analizada: Desmognathus o Eurycea. También los colores de las cajas del grafico representan
la especie de salamandra en azul marino y gris. La significancia se presenta con (*, **** y
ns) para comparaciones significativas y no significativas, respectivamente. Se realizd una
prueba de ANOVA en una via con prueba post-hoc Tukey. Nota. Modificado de: Ramirez-
Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

El ultimo andlisis comparativo de las propiedades topologicas se llevo a cabo entre las
salamandras Desmognathus y Eurycea bajo la condicién positiva a la infeccion por
Batrachochytrium dendrobatidis. Es importante recordar que ambas especies se encuentran

clasificadas dentro del grupo de salamandras tolerantes a la infeccion, lo que permite evaluar
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cdmo especies con estrategias similares de tolerancia pueden diferir en la organizacion

interna de su microbiota cutanea una vez establecida la infeccion (Ver Figura 24).

Los resultados estadisticos revelaron que, para todas las métricas topologicas analizadas, se
detectaron diferencias significativas entre ambas especies. En particular, la red microbiana
asociada a Eurycea mostrd valores significativamente mas altos de Degree, lo que indica un
mayor numero promedio de conexiones por nodo. De manera consistente, esta especie
también presentd valores superiores en métricas asociadas a la cercania entre nodos
(Closeness), a la formacion de clusteres (Clustering Coefficient) y la conectividad entre
vecinos (Neighborhood Connectivity), 1o que sugiere una red mas densamente interconectada

y localmente cohesionada (Ver Figura 24).

En contraste, la red microbiana de Desmognathus se caracterizd por una mayor
fragmentacion estructural, reflejada en métricas que indican una mayor dispersion de los
nodos dentro de la red. Asimismo, esta especie presentd un mayor numero de nodos centrales,
lo que sugiere una organizacién mas centralizada, en la cual un subconjunto reducido de

nodos concentra un papel estructural clave en la conectividad global de la red.

Desde una perspectiva ecologica de redes, estos patrones indican que, aunque ambas especies
toleran la infeccion por Bd, lo hacen a través de estrategias topoldgicas contrastantes.
Eurycea parece mantener una red microbiana mas robusta y redundante, con multiples
interacciones locales que podrian amortiguar la pérdida de nodos individuales. Por el
contrario, Desmognathus exhibe una red mas dependiente de nodos centrales, lo que podria
implicar una mayor vulnerabilidad estructural ante perturbaciones dirigidas, pero también
una posible eficiencia en la reorganizacion funcional bajo condiciones de estrés (Ver Figura

24).

En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de que la tolerancia a Bd no esta asociada a
una Unica arquitectura de red, sino que puede emerger a partir de configuraciones topologicas
distintas, las cuales reflejan trayectorias ecologicas y microbianas especificas de cada especie

hospedera.
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Figura 24. Comparacion estadistica de diferencias topologicas entre especies tolerantes.
Esta figura presenta la comparacion de los célculos de centralidad realizados para cada una
de las redes por condicion. Las etiquetas (+) representan las redes de animales con la
infeccion por Bd detectada (positivos). La inicial D o E hace referencia a la inicial de la
salamandra analizada: Desmognathus o Eurycea. También los colores de las cajas del grafico
representan la especie de salamandra en azul marino y gris. La significancia se presenta con
(*, **** y ns) para comparaciones significativas y no significativas, respectivamente. Se
realizo una prueba de ANOVA en una via con prueba post-hoc Tukey. Nota. Modificado de:
Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a).

Analisis de robustez estructural de las redes microbianas cutaneas

El anélisis de robustez se aplicé a las redes microbianas inferidas bajo ambas condiciones —

salamandras positivas y negativas a la infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis— con
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el objetivo de evaluar si la presencia del patdogeno se asocia con un incremento en la
vulnerabilidad estructural de la microbiota cutdnea. Este enfoque permite cuantificar la
pérdida progresiva de conectividad de la red frente a distintos esquemas de eliminaciéon de

nodos, proporcionando una medida funcional de estabilidad frente a perturbaciones.

Las redes fueron analizadas por condicion y por especie de salamandra, y se sometieron a

cuatro estrategias de remocion de nodos:

1. Eliminacion aleatoria,
Eliminacion dirigida por grado (degree),

Eliminacion dirigida por intermediacion (betweenness), y

> » b

Eliminacién en cascada, un procedimiento en el cual la remociéon de un nodo inicial
desencadena la pérdida secundaria de nodos y enlaces que dependen estructuralmente

de ¢él, simulando un efecto dominoé o failure cascade.

Todos los resultados se representaron graficamente para comparar de manera directa las
trayectorias de pérdida de conectividad entre redes y condiciones. En una primera
aproximacion, el andlisis se centrd en las dos redes globales inferidas por condicion (Bd

positivo vs. Bd negativo).

En el caso de las salamandras positivas a Bd, se observd un comportamiento altamente similar
entre los métodos de eliminacion por degree y en cascada. Ambos esquemas produjeron una
pérdida aproximada del 75% de la conectividad al remover menos del 25% de los nodos. No
obstante, la pendiente de la curva indica que esta pérdida no es inmediata ni abrupta, sino
que presenta un retraso inicial, sugiriendo la presencia de redundancia estructural limitada.
Al superar la remocion del 50% de los nodos, la red alcanza una meseta, indicando un colapso
casi total, con una pérdida cercana al 99% de la conectividad, lo que evidencia una fragilidad

estructural severa frente a ataques dirigidos (Ver Figura 25).

Para las salamandras negativas a Bd, se detectd un patron cualitativamente similar en los
métodos de eliminacion por degree y en cascada, con una pérdida acelerada de conectividad

a partir de la fracciéon 0.25 de nodos removidos. Sin embargo, al aplicar el método de
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eliminacion aleatoria, estas redes mostraron una mayor resistencia inicial, manteniendo una
proporcion relevante de conectividad frente a perturbaciones no dirigidas. Este resultado es
consistente con una organizacion mas distribuida, donde la pérdida de nodos al azar no

compromete de manera inmediata la integridad global de la red (Ver Figura 25).

En conjunto, estos resultados indican que ambas redes son estructuralmente vulnerables a
ataques dirigidos, particularmente aquellos que afectan nodos altamente conectados o que
desencadenan efectos en cascada. No obstante, las redes correspondientes a salamandras sin
infeccion exhiben una robustez relativamente mayor frente a perturbaciones aleatorias, lo
que sugiere una mayor redundancia funcional y una arquitectura menos dependiente de nodos

criticos.

Desde una perspectiva ecologica, estos patrones apoyan la hipdtesis de que la infeccion por
Bd se asocia con una reorganizacion de la microbiota hacia configuraciones mas fragiles,
donde la pérdida de nodos clave puede inducir un colapso rapido de la red. Asi, la
vulnerabilidad observada no depende unicamente de la composicion microbiana, sino de la
forma en que las interacciones estan distribuidas y jerarquizadas dentro de la red (Ver Figura

25).
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Figura 25. Analisis de robustez de las redes. Esta figura presenta los resultados del analisis
de robustez para cada red inferida a nivel de género por condicion de todos los animales
(positiva) o (negativa) a Bd. Se representa en los graficos la pérdida de conectividad que se
da en la red debido a la fraccion de nodos removidos de acuerdo con 4 métodos diferentes de
remocion: por intermediacion (color verde), por cascada (color amarillo), por degree (color
naranja) y de manera azarosa (color rojo). La rapidez en la caida de la pendiente en cada
curva de los graficos representa una rapida pérdida de conectividad en las redes hasta cierta
proporcién delimitada por el eje Y. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-

Martinez et al., 2026a.

Analisis de robustez por especie de salamandra y condicion de infeccion

El mismo analisis de robustez se aplico6 de manera independiente a cada especie de
salamandra, separando las muestras de acuerdo con su condicion de infeccion por Bd (Bd

positivo y Bd negativo). Este enfoque permitié evaluar si la estabilidad estructural de la
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microbiota cutdnea depende no solo del estado de infeccion, sino también de la identidad del

hospedero.
Salamandras negativas a Bd

En el andlisis de las salamandras negativas a Bd, se observo que, para las cuatro estrategias
de remocion de nodos (aleatoria, por degree, por betweenness y en cascada), las redes
presentan un comportamiento relativamente robusto. Este patron se refleja en una pendiente
menos pronunciada en la pérdida de conectividad conforme se incrementa la fraccion de

nodos removidos (Ver Figura 25).

Si bien no puede afirmarse que estas redes sean completamente robustas —dado que
eventualmente la conectividad se pierde—, los resultados indican un retraso considerable en
el colapso estructural. En particular, la forma casi lineal de las curvas sugiere una relacion
aproximadamente proporcional entre la eliminacion de nodos y la pérdida de conectividad.
Este comportamiento es caracteristico de redes en las que no existen nodos altamente
centrales, sino que la mayoria de los nodos presentan una distribucion relativamente
homogénea del nimero de conexiones. Desde un punto de vista ecologico, esta arquitectura
sugiere una alta redundancia funcional, donde multiples taxones a nivel de género pueden
desempeiiar roles similares dentro de la red, reduciendo la dependencia de nodos especificos

para mantener la cohesion estructural (Ver Figura 25).
Salamandras positivas a Bd

Para las salamandras positivas a Bd, se observoé un comportamiento mas heterogéneo. Las
pendientes de las curvas de pérdida de conectividad no permiten identificar de forma
inequivoca una red completamente robusta ni una completamente vulnerable. En este caso,
los cuatro métodos de remocion de nodos mostraron un comportamiento muy similar
unicamente en la especie Eurycea, mientras que las otras dos especies de salamandras
presentaron respuestas diferenciadas dependiendo del método de eliminacion (Ver Figura

25).
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En particular, el método de remocion dirigido por degree produjo un patrén consistente en
las tres especies: la pérdida de conectividad fue proporcional al nimero de nodos removidos,
sin un colapso abrupto en etapas tempranas. Este resultado indica que, aunque las redes no
colapsan de manera inmediata, si presentan una vulnerabilidad estructural progresiva ante la
eliminacion de nodos altamente conectados. En otras palabras, la infeccion por Bd parece
asociarse con una reduccion en la redundancia estructural, haciendo que la red sea mas

sensible a perturbaciones dirigidas.

Para evaluar formalmente las diferencias en robustez entre las redes de salamandras positivas
y negativas a Bd, se realizaron comparaciones estadisticas por pares para cada método de
remocion. Los resultados mostraron diferencias significativas en tres de los cuatro métodos
analizados: cascada, degree e intermediacion, lo que confirma que la infeccidon por Bd esta
asociada con cambios detectables en la respuesta estructural de las redes frente a

perturbaciones (Ver Figura 25).

Comparacion estadistica considerando susceptibilidad del hospedero

Posteriormente, las muestras se compararon utilizando el enfoque modificado descrito por
Corduneanu et al. (2023). De manera andloga al analisis de propiedades topologicas, se
aplico una prueba ANOVA de una via, seguida de una prueba post-hoc de Tukey,
incorporando como factores la condicion binaria de infeccion (Bd positivo vs. Bd negativo)

y la categoria de susceptibilidad del hospedero (Ver Figura 26).

En una primera comparacion, se contrastd a la salamandra Eurycea (clasificada como
tolerante a la infeccion) con Notophthalmus (clasificada como susceptible). Para el caso de
ambas especies en condicion negativa a Bd, no se detectaron diferencias significativas en
ninguno de los métodos de remocion de nodos. El método de eliminacion aleatoria mostro
un comportamiento practicamente idéntico en todas las pruebas, independientemente de la

especie o de la categoria de susceptibilidad.

En términos cuantitativos, ambas especies presentaron un porcentaje de pérdida de

conectividad cercano al 75%, consistente entre métodos y condiciones, lo que sugiere que,
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en ausencia de infeccion, la robustez estructural de la microbiota cutanea es comparable entre

hospederos con distinta susceptibilidad (Ver Figura 26).
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Figura 26. Comparativa del analisis de robustez de las redes entre especies susceptibles
y tolerantes. Esta figura presenta la comparacion estadistica de cada uno de los métodos de
remocion de nodos. En este caso se presenta el método cascada. Se realizé una prueba de
ANOVA en una via con prueba post-hoc Tukey. Las etiquetas sefialan las iniciales del grupo
de salamandras estudiadas Eurycea (E) y Notophthalmus (N). Asi mismo, la condicion de los
grupos estd indicada por (+) para aquellos animales positivos en la deteccion de Bd, como (-
) para aquellos animales que no presentaron Bd. La significancia se presenta con (*, **** y
ns) para comparaciones significativas y no significativas, respectivamente. Nota. Modificado

de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a.

116



A continuacion, se realizé la comparacion entre salamandras susceptibles y salamandras
tolerantes a la infeccion, considerando exclusivamente las muestras positivas a Bd. En este
conjunto de pruebas estadisticas se observo que todos los métodos de remocion de nodos
presentaron diferencias significativas entre ambas categorias de hospederos. En particular, la
especie Notophthalmus, clasificada como susceptible a la infeccion, mostré una mayor
vulnerabilidad estructural frente a la pérdida de conectividad bajo cualquier estrategia de

remocion aplicada (Ver Figura 26).

Las redes correspondientes a Notophthalmus alcanzaron una pérdida de conectividad del
100% en tres de los cuatro métodos de eliminacion de nodos, lo que indica un colapso casi
completo de la estructura de la red ante perturbaciones dirigidas. Tal como se ha sefialado
previamente, el método de remocion aleatoria (Random) mantuvo valores similares de
pérdida de conectividad en ambas especies, lo que sugiere que las diferencias observadas se
manifiestan principalmente bajo escenarios de perturbacion estructuralmente informada (Ver

Figura 27).

En conjunto, estos resultados permiten sugerir que las redes microbianas cutdneas de los
hospederos susceptibles presentan una menor robustez estructural cuando la infeccion por Bd
esta presente, lo que se traduce en una mayor sensibilidad a la eliminacion de nodos clave y,
potencialmente, en una menor capacidad de mantener la integridad funcional del microbioma

bajo condiciones de estrés infeccioso.

Posteriormente, se llevd a cabo la comparacion entre las dos especies de salamandras
catalogadas como tolerantes a la infeccion, Desmognathus y Eurycea. En primer lugar, se
analizaron las muestras negativas a Bd. En este caso, se identificaron diferencias
significativas Unicamente para el método de remocion por degree, donde la red
correspondiente a Desmognathus mostrd una mayor pérdida de conectividad, con valores
aproximados entre 80 y 90%. Nuevamente, el método de remocion aleatoria presentd un
comportamiento consistente con los anélisis previos, manteniendo un porcentaje de pérdida
de conectividad cercano al 75% en ambas especies, lo que indica una respuesta estructural

similar frente a perturbaciones no dirigidas (Ver Figura 27).
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La segunda parte de este analisis consistid0 en comparar a Desmognathus y Eurycea
considerando Unicamente las muestras positivas a Bd. En este escenario, las pruebas
estadisticas no revelaron diferencias significativas entre las dos especies para ninguno de los
métodos de remocién de nodos evaluados. Este resultado sugiere que, bajo condiciones de
infeccion, ambas especies tolerantes convergen hacia un estado estructural comparable,
caracterizado por niveles similares de vulnerabilidad y robustez frente a la pérdida de nodos,
independientemente del tipo de perturbacion aplicada (Ver anélisis suplementario en seccion

correspondiente a Anexos).
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Figura 27. Comparativa del analisis de robustez de las redes entre especies tolerantes.
Esta figura presenta la comparacion estadistica de cada uno de los métodos de remocion de
nodos. En este caso se presenta el método cascada. Se realizo una prueba de ANOVA en una
via con prueba post-hoc Tukey. Las etiquetas sefalan las iniciales del grupo de salamandras
estudiadas Eurycea (E) y Desmognathus (D). Asi mismo, la condicion de los grupos esté

indicada por (+) para aquellos animales positivos en la deteccion de Bd, como (-) para
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aquellos animales que no presentaron Bd. La significancia se presenta con (*, **** y ns) para
comparaciones significativas y no significativas, respectivamente. Nofa. Modificado de:

Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026a).
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CAPITULO II.- La identificacion de patégenos y la busqueda de dianas terapéuticas

Este capitulo forma parte del articulo aceptado en International Journal of Microbiology:

Ramirez-Villarreal, J., & Alvarez-Martinez, R. (2026). Identification of Opportunistic
Pathogens on the Skin of Salamanders for Use as Molecular Targets of a De Novo Design of
Multitarget Anti- Bd Proteins. International Journal of Microbiology, 2026(1), 5903624.
https://doi.org/10.1155/ijm/5903624.

Las enfermedades flngicas en la fauna silvestre, como la quitridiomicosis en anfibios,
causada por Bd y Bsal, han provocado la extincion de varias especies. La dificultad para
tratarlas se debe en parte a las diferencias en la microbiota cutdnea de los animales, que
afectan a la eficacia de los tratamientos. Los estudios sugieren que la microbiota puede influir
en las defensas inmunitarias y en la absorcion y asimilacion adecuadas de los farmacos, pero
estas interacciones no se han investigado a fondo en anfibios. Para desarrollar tratamientos
eficaces, es necesario tener en cuenta tanto el patdogeno como la microbiota oportunista
asociada al huésped, con el fin de ayudar a restablecer su equilibrio microbioldgico. Este
enfoque es fundamental, los anfibios desempefian un papel ecoldgico clave en el control de
los insectos vectores de enfermedades humanas. Este trabajo propone un tratamiento
especifico para reducir la proliferacion de Bd y de microorganismos oportunistas en la piel,

basado en estudios previos y en un enfoque bioinformatico integral.
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MATERIALES Y METODOS

Busqueda de literatura

Se realizo una busqueda sistematica en la base de datos PubMed con el objetivo de identificar
estudios enfocados en la caracterizacién de la microbiota cutanea de salamandras que,
adicionalmente, incluyeran la deteccion del hongo patégeno Bd mediante técnicas

moleculares estandar, como PCR convencional o PCR en tiempo real (qPCR).

Toda la bibliografia recuperada a partir de esta busqueda fue compilada y considerada para
su posible inclusion en el presente estudio. Como criterio fundamental, se requirié que los
datos de secuenciacion asociados a cada trabajo estuvieran correctamente registrados en
repositorios publicos, con un identificador de BioProject, y respaldados por una publicacion
cientifica indizada. Este procedimiento permitié corroborar la consistencia y calidad de la
informacion disponible en las bases de datos, asi como complementar metadatos relevantes
asociados a cada conjunto de secuencias, garantizando la trazabilidad y reproducibilidad de

los analisis realizados.
Construccion de la base de datos

La construccion de la base de datos se llevd a cabo mediante la descarga de los archivos de
secuenciacion utilizando un script de Bash y la suite de herramientas SRA Toolkit
(https://github.com/ncbi/sra-tools). Todos los registros con identificadores SRR fueron
descargados directamente desde el repositorio del NCBI y posteriormente convertidos a
formato FASTQ dentro del mismo entorno de trabajo. Cada archivo generado fue organizado
de manera sistematica en una estructura de carpetas que consider6 la especie de salamandra,
la localizacion geografica del muestreo y la condicion de salud del hospedero, clasificada

como Bd detectado o Bd no detectado.

Los datos recopilados corresponden a al menos dos familias del orden Caudata:
Salamandridae y Ambystomatidae. Dentro de estos grupos, se identificaron cuatro especies

representadas en los conjuntos de secuencias analizados: Ambystoma altamirani,
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Notophthalmus viridescens, Desmognathus monticola y Eurycea bislineata. Todas las
muestras cutaneas utilizadas en este estudio fueron recolectadas en dos localidades del estado

de Virginia, Estados Unidos: Brightwood y Front Royal.

Los datos de secuenciacion empleados provienen de dos proyectos publicos registrados en el
NCBIL. El primero corresponde al BioProject PRINA819099, asociado al estudio de muestreo
y secuenciacion realizado por Martinez-Ugalde et al. (2022). El segundo corresponde al
BioProject PRINA659464, vinculado al trabajo de muestreo y secuenciacion reportado por
Mulet-Woltz et al. (2022). La utilizacion de estos conjuntos de datos permitié integrar
informacion genémica validada y adecuadamente documentada, garantizando la trazabilidad

y reproducibilidad de los analisis realizados en este estudio.

Identificacion de patogenos

La identificacidon de microorganismos patdogenos y oportunistas presentes en las muestras se
realizo utilizando el servidor en linea 16sPIP, una herramienta automatizada disefiada para
la deteccion de patdgenos a partir de datos de secuenciacion del gen 16S rRNA. Este servidor
permite identificar la presencia de hasta 155 patogenos de relevancia clinica en humanos,
proporcionando un marco estandarizado para la deteccion y clasificacion de

microorganismos potencialmente patogénicos (Miao et al., 2017).

Los archivos en formato FASTQ obtenidos a partir de la descarga de los datos de
secuenciacion fueron utilizados directamente como archivos de entrada para el analisis en
16sPIP. Una vez completado el procesamiento, los resultados generados por el servidor
fueron descargados en formato PDF. Posteriormente, la informacion contenida en estos
reportes fue extraida y organizada en tablas de datos mediante hojas de calculo, las cuales

fueron convertidas al formato CSV para facilitar su manejo computacional.

A partir de estas tablas, se construy6 una matriz binaria de presencia/ausencia de patogenos,
que fue utilizada como base para los andlisis posteriores en el entorno estadistico R.

Asimismo, con las listas de patogenos identificados se generaron diagramas de Venn, con el
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objetivo de comparar la composicion bacteriana patdogena entre las distintas especies de
salamandras analizadas y entre las condiciones de salud evaluadas (Bd detectado y Bd no
detectado). Este enfoque permitio identificar patrones diferenciales en la presencia de

patogenos asociados al estado de infeccion y a la identidad taxondmica del hospedero.

Seleccion e identificacion de blancos moleculares

A partir de los resultados obtenidos mediante los diagramas de Venn y considerando las
proporciones relativas, expresadas como el porcentaje de coincidencias de lecturas, asignadas
a cada patogeno por el programa 16sPIP, se construyd una lista consolidada de bacterias
patégenas comunes a las muestras provenientes de animales infectados por Bd. Este
procedimiento permitié filtrar y priorizar aquellos microorganismos cuya presencia fue

consistente y recurrente en los individuos con infeccion confirmada.

Con base en esta lista, se identificaron las bacterias que presentaron los valores mas elevados
de coincidencia de lecturas asociadas a patogenicidad. Dichos microorganismos fueron
considerados como candidatos prioritarios a dianas moleculares, bajo el supuesto de que su
presencia podria contribuir directa o indirectamente a la disbiosis cutdnea y a la persistencia
de Bd. Esta estrategia permitié enfocar el disefio del tratamiento propuesto en blancos
moleculares especificos, reduciendo la complejidad del sistema y maximizando la relevancia

bioldgica de las interacciones consideradas.
Parametros que considerar para el disefio y su blanco molecular

La seleccion del blanco molecular y el disefio de la proteina terapéutica se fundamentaron en
una serie de criterios estructurales y funcionales cuidadosamente definidos. En primer lugar,
se priorizaron proteinas de membrana registradas en bases de datos publicas como el NCBI,
cuya funcidn biologica fuera esencial para la viabilidad celular y que presentaran un alto
numero de copias por célula, con el fin de maximizar la probabilidad de interaccion efectiva

con el tratamiento disefiado.

123



Asimismo, se establecid6 como requisito que dichas proteinas estuvieran localizadas en la
membrana plasmatica y que contaran con secuencias completas o, en su defecto, con una
longitud minima de 390 aminoacidos. Este umbral permitié asegurar la factibilidad de
realizar predicciones estructurales completas y confiables del receptor, condicion necesaria

para los anélisis de modelado y acoplamiento molecular posteriores.

Una vez identificado el blanco molecular que cumplia con estos criterios, su secuencia fue
descargada en formato FASTA o, alternativamente, copiada y almacenada en un archivo de
texto (.txt), con el proposito de facilitar su integracion en las herramientas de prediccion

estructural y analisis computacional empleadas en las etapas subsecuentes del estudio.
Revision de herramientas

Para determinar qué herramientas resultaban mas adecuadas para cada etapa del proceso, se
llevd a cabo un andlisis detallado de las caracteristicas técnicas y metodoldgicas de los
programas y plataformas identificados durante la revision bibliografica. Este analisis incluy6
la evaluacion de aspectos como los requerimientos computacionales, los tiempos de
respuesta, la calidad y confiabilidad de los resultados reportados, los formatos de archivo
requeridos como entrada (input) y generados como salida (output), asi como el fundamento

metodoldgico de cada herramienta.

Con base en estos criterios, se seleccionaron aquellas herramientas que ofrecian un equilibrio
optimo entre desempefio computacional, robustez metodoldgica y aplicabilidad al objetivo
del estudio. Las herramientas seleccionadas se organizaron en categorias funcionales,

incluyendo:

(1) Servidores en linea que no requieren instalacion local y presentan tiempos de respuesta
aproximados de hasta 72 horas; (i1) Servidores de modelado estructural basados en enfoques
con plantilla (template-based) y sin plantilla (template-free); y (iii) Programas de post-

modelado, orientados a la visualizacidn, validacion estructural y andlisis de proteinas.
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Compilacion de programas para analisis de proteinas

Para el andlisis de las secuencias proteicas disefiadas se realizd una busqueda sistematica de
herramientas computacionales mediante PubMed y Google Scholar. Como criterios de
inclusion, se consideraron unicamente aquellas herramientas respaldadas por publicaciones
cientificas revisadas por pares en los ultimos cinco afios y cuyos servidores o programas se

encontraran disponibles y operativos para su uso en el afio 2025.

La seleccion se centrd en herramientas capaces de evaluar aspectos funcionales y
estructurales relevantes para el disefio racional de proteinas con potencial terapéutico. Entre
los parametros considerados se incluyeron la calidad estructural del modelo, la estabilidad y
vida media de la proteina, la prediccion de actividad antifungica, la identificacion de motivos
estructurales o regiones especificas de la secuencia de aminoécidos asociadas a funciones de
unién a membrana, asi como predictores de disrupcion en la formacion de biofilms, entre
otros atributos funcionales de interés. Esta compilacion permitié conformar un conjunto de
herramientas complementarias para la evaluacion integral de las proteinas disefiadas en las

distintas etapas del analisis.

Seleccion de aminoacidos

Cada aminodcido posee propiedades fisicoquimicas especificas determinadas por la
composicion atdmica y los enlaces que conforman su cadena lateral, las cuales influyen de
manera directa en la conformacion, estabilidad y funcion de las proteinas. En el disefio de la
proteina terapéutica propuesta se realizo una seleccion dirigida de aminoécidos con base en
estas propiedades, priorizando aquellos capaces de conferir flexibilidad estructural, asi como
aminoacidos conocidos por su contribucion a la estabilidad y al mantenimiento de la
estructura tridimensional, como las cisteinas, debido a su capacidad para formar enlaces

disulfuro.

Asimismo, se identificaron aminoacidos y motivos cortos de la secuencia, incluidos tripletes

con actividad antimicrobiana previamente reportada, mediante la revision de literatura
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especializada en quimica y bioquimica, asi como articulos cientificos enfocados en el disefio
y caracterizacion de péptidos antimicrobianos. Esta estrategia permitié integrar
consideraciones estructurales y funcionales en la seleccion de los aminoacidos, con el

objetivo de maximizar el potencial terapéutico de la proteina disefiada.

RESULTADOS

A partir de la base de datos de secuencias recopiladas para el andlisis de la microbiota
cutanea, se seleccionaron exclusivamente aquellas correspondientes a anfibios con infeccion
por Bd confirmada mediante PCR, con el objetivo de identificar microorganismos
potencialmente relevantes para el desarrollo de una estrategia terapéutica. Los individuos
analizados pertenecen a los siguientes géneros y especies, junto con el nimero de muestras
procesadas en cada caso: D. monticola (cinco muestras), N. viridescens (doce muestras), E.

bislineata (dos muestras) y A. altamirani (veintinueve muestras).

Las secuencias crudas obtenidas a partir de las muestras de piel fueron procesadas utilizando
el servidor 16sPIP, el cual permite la identificacion de microorganismos patdgenos y
oportunistas a partir de archivos FASTQ. Para cada muestra, el analisis produjo una lista de
microorganismos detectados, evidenciando variaciones tanto en el nimero como en la
identidad taxondmica de los patdégenos entre individuos, incluso dentro de una misma

especie.

En el caso de A. altamirani, la comparacion de todas las muestras analizadas revel6 la
presencia de un conjunto de doce bacterias patogenas compartidas entre los individuos de
esta especie. Dichas bacterias fueron: Yersinia pestis, Plesiomonas shigelloides,
Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pseudotuberculosis, Edwardsiella tarda, Aeromonas
hydrophila, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter Iwolffii, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae, Aeromonas punctata'y Yersinia enterocolitica. Este conjunto comun
sugiere la existencia de un nucleo patogénico asociado a individuos infectados por Bd dentro

de esta especie (Ver Figura 28 y Suplementaria 1).
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No obstante, también se observaron diferencias especificas entre muestras individuales de 4.
altamirani. Por ejemplo, en una de las muestras se detectaron seis microorganismos con
presencia diferencial: Brucella ovis, Vibrio vulnificus, Mycobacterium bovis, Gardnerella
vaginalis, Enterococcus faecium, Enterobacter mori y Streptococcus vestibularis. En otras
muestras, la composicion patogénica fue mas reducida, identificando Unicamente Proteus
vulgaris 'y Prevotella intermedia. En algunos casos se detectd exclusivamente Streptococcus
oralis, mientras que en otra muestra se identific6 un conjunto distinto de bacterias,
incluyendo Shigella flexneri, Bacillus anthracis, Streptococcus mutans, Prevotella

ruminicola, Citrobacter freundii, Shigella boydii y Prevotella melaninogenica.

Estos resultados ponen de manifiesto una elevada heterogeneidad en la composicion de
microorganismos patdgenos asociados a la microbiota cutanea de individuos infectados,
incluso dentro de una misma especie. Esta variabilidad respalda la hipotesis de que la
disbiosis microbiana asociada a la infeccion por Bd no responde a un Unico patrén
taxondmico, sino a configuraciones multiples que podrian influir diferencialmente en la

progresion y severidad de la enfermedad.

La comparacion de los perfiles patogénicos obtenidos a partir de las muestras de D. monticola
permitio identificar un total de 27 bacterias patdogenas compartidas entre todos los individuos
analizados de esta especie. Entre los microorganismos detectados de manera consistente se
encontraron Brucella canis, Vibrio vulnificus, Bacillus anthracis, Enterobacter hormaechei,
Afipia massiliensis, Yersinia pseudotuberculosis, Bacillus cereus, Mycobacterium fortuitum,
Enterococcus faecium, Aeromonas hydrophila, Vibrio fluvialis, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Enterobacter asburiae, Yersinia pestis,
Enterobacter kobei, Nocardia farcinica, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii,
Edwardsiella tarda, Afipia broomeae, Enterobacter ludwigii, Klebsiella oxytoca, Klebsiella

pneumoniae, Brucella ovis y Enterobacter soli.

Ademas del nucleo comun de patdgenos, se observaron bacterias diferenciales especificas
para cada muestra. En la muestra 1 se identificaron especies principalmente del género

Streptococcus, incluyendo S. oralis, S. mitis, S. peroris, S. entericus, S. australis y S.
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pseudoporcinus, asi como Staphylococcus aureus, Pasteurella pneumotropica y Bordetella
bronchiseptica. En la muestra 2 se detectaron microorganismos como Afipia felis, Prevotella
copri, Rickettsia conorii, Rickettsia massiliae, Streptococcus parasanguinis y varias especies
del género Mycobacterium. En las muestras 3, 4 y 5 se identificaron inicamente dos bacterias
diferenciales por muestra, incluyendo Clostridium difficile, Morganella morganii, Vibrio
cholerae, Amycolata autotrophica, Actinomyces israelii y Actinomyces gerencseriae,

respectivamente (Ver Figura 28 y Suplementaria 1).

Para el género Eurycea, el andlisis reveld un total de 29 bacterias patdgenas compartidas
entre todas las muestras analizadas. Entre las especies identificadas se encontraron Brucella
canis, Vibrio vulnificus, Yersinia pestis, Enterobacter kobei, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus anthracis, Enterobacter hormaechei, Yersinia pseudotuberculosis, Brucella
neotomae, Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Enterococcus faecium, Aeromonas
hydrophila, Vibrio fluvialis, Flavobacterium meningosepticum, Streptococcus mitis,
Streptococcus equinus, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Enterobacter
ludwigii, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae, Aeromonas punctata, Brucella ovis, Enterobacter asburiae, Streptococcus suis

y Yersinia enterocolitica.

En el caso del género Notophthalmus, se identificaron 21 bacterias patogenas compartidas
entre todas las muestras analizadas. Estas incluyeron Brucella canis, Vibrio vulnificus,
Bacillus anthracis, Enterobacter hormaechei, FEnterococcus faecium, Aeromonas
hydrophila, Vibrio fluvialis, Flavobacterium meningosepticum, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Aeromonas punctata, Enterobacter asburiae,
Yersinia pestis, Enterobacter kobei, Streptococcus parauberis, Citrobacter freundii,
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter Iwoffii, Enterobacter Iludwigii y Klebsiella
pneumoniae. De manera similar a las otras especies, se observaron diferencias cuantitativas
entre muestras individuales, con variaciones que oscilaron entre tres y once bacterias

patogenas detectadas por muestra (véase lista completa en Anexos).
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Finalmente, al comparar las muestras entre todas las especies de salamandras analizadas, se
identifico un conjunto de 13 bacterias patdgenas compartidas de manera consistente en todos
los hospedadores. Este nucleo comtn estuvo conformado por Escherichia coli, Yersinia
pseudotuberculosis, Aeromonas hydrophila, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae, Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii,

Edwardsiella tarda, Afipia broomeae, Acinetobacter Iwoffii y Klebsiella pneumoniae.

Un subconjunto de estas bacterias comunes fue seleccionado como base para el disefio del
tratamiento propuesto, priorizando aquellas con alta recurrencia y relevancia funcional, como
Edwardsiella tarda, Yersinia pestis, Acinetobacter baumannii'y Vibrio fluvialis (véase Tabla

1 en Anexos y Figura 28).

Desmognathus Notophtalmus Eurycea Ambystoma
monticola viridicens bislineata altamirani

2

Figura 28. Diferencias en la composicion de microorganismos potencialmente
patogenos por grupos. Se muestra el diagrama de Venn para cada especie de salamandra.

A) pertenece a los resultados del nimero de microorganismos compartidos e individuales

129



para cada una de las muestras de D. monticola (en total, 5 animales). B) Muestra las
diferencias en la composiciéon microbiana de las muestras en N. viridescens (5 animales
muestreados en total). C) en E. bislineata (total 2 animales muestreados). D) Diferencias en
A. altamirani (total de animales muestreados: 4). Y €) muestra la comparacion entre cada
especie de animal D (Desmognathus), E (Eurycea), A (Ambystoma) y N (Notophthalmus).
Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026b.

Los resultados derivados del analisis mediante diagramas de Venn indicaron la presencia de
un conjunto reducido de microorganismos compartidos entre las cuatro especies de
salamandras analizadas. Con base en esta informacion, se procedio a la busqueda de proteinas
de membrana que cumplieran con los criterios previamente establecidos para su
consideracion como blancos moleculares. En todos los casos se selecciond una proteina
perteneciente a la superfamilia Major Facilitator Superfamily (MFS), debido a su relevancia

funcional y a su presencia consistente en los microorganismos identificados (Ver Figura 29

y 30).

Las proteinas de la superfamilia MFS constituyen una de las dos grandes familias de
transportadores transmembrana y participan en el transporte de una amplia variedad de
sustratos, incluyendo azlicares, inositoles, oligosacaridos, aminodcidos, farmacos y otros
metabolitos, asi como en el transporte de cationes. Estas funciones las convierten en
componentes clave del metabolismo y la viabilidad celular, lo que las posiciona como
blancos moleculares atractivos para el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas (Pao et

al., 1998).

Para evaluar la similitud estructural y funcional entre las proteinas MFS seleccionadas, se
realizd un alineamiento multiple utilizando el programa MUSCLE, con el objetivo de
identificar regiones conservadas potencialmente funcionales que pudieran ser aprovechadas
para dirigir el diseno del tratamiento. De manera complementaria, se llevd a cabo un analisis

BLASTp de las secuencias MFS con el fin de determinar su distribucién en otros
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microorganismos y evaluar el grado de especificidad del blanco seleccionado (Ver Figura

29).

Los resultados de estos andlisis indicaron que unicamente cuatro especies bacterianas
presentaron homologia significativa en las secuencias de las proteinas MFS entre las
salamandras estudiadas: Vibrio fluvialis, Acinetobacter baumannii, Yersinia pestis y
Edwardsiella tarda. Estas especies correspondieron, ademas, a aquellas con los porcentajes
mas altos de lecturas identificadas en las muestras analizadas, lo que refuerza su relevancia
como componentes recurrentes del nicleo patogénico asociado a los individuos infectados.
Las listas completas de microorganismos identificados por muestra se encuentran disponibles

en la seccion de Anexos.

Finalmente, se realizé una revision dirigida de la literatura cientifica mediante bisquedas
especificas en PubMed para cada uno de estos patdgenos, con el fin de contextualizar sus
caracteristicas bioldgicas y su asociacion con distintos cuadros clinicos. Esta revision reveld
que se trata de especies poco frecuentes en ambientes naturales o acuaticos no perturbados,
pero con una capacidad bien documentada para causar infecciones de alta gravedad en
humanos, lo que subraya su potencial impacto ecoldgico y sanitario y respalda su seleccion

como blancos moleculares prioritarios en este estudio.

El diseno del tratamiento se llevo a cabo mediante una estrategia modular basada en bloques
de secuencias, de tal forma que cada segmento cumpliera una funcion especifica dentro del
mecanismo de accion propuesto. Esta aproximacion permitio orientar el tratamiento no solo
contra las bacterias patdgenas oportunistas presentes en la microbiota cutanea, sino también
de manera directa contra el patégeno fungico Bd. Para ello, se definieron tres niveles

jerarquicos de dianas moleculares en las bacterias patdgenas identificadas:

(1) la interaccion con la barrera de la pared celular, (ii) la union e insercion en la membrana
plasmatica, asumida con una carga neta negativa, y (iii) la interaccion especifica con una

proteina funcional localizada en la membrana.
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Con base en esta estrategia, se realizd una busqueda sistematica en la base de datos del NCBI,
dentro de la seccion de proteinas y estructuras, para cada uno de los géneros y especies
bacterianas identificadas como relevantes. El objetivo fue localizar proteinas con funciones
esenciales y conservadas que pudieran servir como blancos moleculares. En aquellos casos
en los que existian estructuras cristalograficas disponibles, estas podrian haberse utilizado
directamente mediante la descarga de archivos PDB. Sin embargo, para ninguno de los
microorganismos seleccionados como diana se encontraron proteinas de membrana con
estructuras cristalograficas reportadas, lo que hizo necesario recurrir a la obtencion de las

secuencias primarias desde la seccion de proteinas del NCBI.

Las secuencias obtenidas en formato FASTA se utilizaron como entrada para la generacion
de modelos estructurales tridimensionales mediante el programa trRosetta, el cual permite
una prediccion robusta del plegamiento proteico en ausencia de plantillas experimentales. A
partir de estos modelos, se identificd un blanco molecular comin en todas las especies
bacterianas analizadas: una proteina transmembrana perteneciente a la superfamilia Major

Facilitator Superfamily (MFS).

Para evaluar el grado de conservacion de esta proteina entre las distintas especies, se realizo
un alineamiento multiple de las secuencias MFS correspondientes. El andlisis se centro en la
busqueda de regiones conservadas, particularmente en los dominios transmembrana, con el
objetivo de identificar segmentos que pudieran ser funcionalmente criticos y susceptibles de
ser reconocidos por una unica secuencia disefiada. No obstante, los resultados mostraron que
no existian homologias suficientemente conservadas en estas regiones que permitieran el

disefio de una secuencia complementaria universal para todos los casos (Ver Figura 29).

Ante esta limitacion, se adopt6 una estrategia alternativa basada en el analisis detallado de
los aminodcidos expuestos en las regiones extracelulares de cada proteina MFS. Estas
regiones presentan una mayor variabilidad interespecifica, pero también ofrecen
accesibilidad directa para interacciones proteina—proteina. A partir de este analisis, se
definieron segmentos especificos de cada receptor que permitieran disefar bloques de

secuencia con afinidad basada en complementariedad fisicoquimica, mas que en identidad
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estricta de secuencia, optimizando asi la probabilidad de interaccion efectiva entre el

tratamiento disefiado y cada uno de los blancos moleculares.
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Figura 29. Alineamiento miltiple. Se muestran los resultados del alineamiento realizado
para la proteina transmembrana MSF de los cuatro microorganismos diana del tratamiento a
disefiar. Se observan regiones altamente conservadas en (*), moderadamente conservadas en
(:), y ninguna conservacion significativa en (.). Las cuatro proteinas tienen secuencias
conservadas que podrian representar funciones importantes en la proteina en todas las
especies. Estas areas pueden ser utilizadas como potenciales dianas para el tratamiento,
buscando su localizacion en las areas extracelulares de la proteina. Nota. Modificado de:

Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

Se priorizo la identificacion de proteinas diana con estructuras cristalograficas disponibles;
sin embargo, en todos los casos analizados Unicamente se contd con la informacion
correspondiente a las secuencias primarias. Con el objetivo de inferir la conformacion
tridimensional de estas proteinas, se empled el programa trRosetta para la prediccion
estructural de novo. Unicamente se seleccionaron aquellos modelos que alcanzaron valores
de calidad elevados, definidos por una puntuaciéon TM > 0.5, criterio que garantiza una

prediccion estructural confiable y consistente entre modelos (Ver Figura 30).

Las secuencias correspondientes a los transportadores de la Major Facilitator Superfamily

(MFS) fueron analizadas adicionalmente mediante SWISS-MODEL, con el proposito de
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predecir su orientacion y topologia en la membrana plasmatica. Este andlisis permitio
identificar con mayor precision las regiones transmembrana, extracelulares y asociadas al

poro del transportador.

Posteriormente, los modelos estructurales obtenidos se analizaron detalladamente utilizando
PyMOL, enfocandose en la caracterizacion de las regiones extracelulares y del canal de
transporte. A partir de este analisis se extrajeron las secuencias correspondientes a dominios
expuestos al medio extracelular, asi como aquellos residuos con propiedades fisicoquimicas
potencialmente relevantes para la interaccion con otras moléculas. En particular, se
identificaron aminodcidos aromaticos como triptéfano (W) y tirosina (Y), asi como cisteinas
(C) con capacidad de formar puentes disulfuro, los cuales pueden contribuir a la estabilidad

estructural e interacciones especificas proteina—proteina (Ver Figura 30).

Asimismo, se consideraron aminoacidos con propiedades anfipaticas, hidrofilicas o
hidrofébicas —tales como alanina (A), glicina (G), leucina (L), isoleucina (I), treonina (T) y
metionina (M)— debido a su papel en la interaccion con membranas biologicas y en la
formacion de interfaces de union. De manera complementaria, se dio especial énfasis al uso
de secuencias enriquecidas en arginina (R) y triptéfano (W), aminoacidos ampliamente
documentados en la literatura por su participacion en mecanismos antimicrobianos y
antifiingicos, particularmente en péptidos capaces de insertarse en membranas celulares

(Clark et al., 2021).

Finalmente, los modelos estructurales generados mediante trRosetta fueron comparados con
las predicciones disponibles en AlphaFold, observandose una alta concordancia entre ambas
aproximaciones. No se detectaron diferencias estructurales relevantes que comprometieran
la interpretacion de los resultados, lo que respalda la robustez de los modelos utilizados para

el analisis estructural y el posterior disefio del tratamiento.
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Figura 30. 3D modelos de las dianas moleculares (en bacterias patéogenas identificadas).

Se muestran los resultados obtenidos de la modelizacion tridimensional mediante
minimizacion energética de la proteina transmembrana MSF presente en los cuatro
microorganismos patogenos diana. La figura de la proteina se muestra en color beige, en azul
las regiones ubicadas en el lado extracelular, con lineas punteadas rojas que muestran la
delimitacion de la membrana plasmatica. En la parte derecha de cada modelo podemos ver
los resultados de la puntuacion TM, los valores deben ser >0,5 y la prediccion LDDT es la
calidad de plegamiento de cada aminoacido en el modelo, los valores por encima del 60%
son ideales. En el reverso de cada modelo y sus resultados de plegamiento, encontramos la

secuencia de la region azul, donde podemos observar aminoacidos en verde como carga
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complementaria, hidrofobicidad, anfipatica, hidréfila que podrian tener unidén con otros
aminodcidos. En la naranja, aquellos aminodcidos aromaticos que pueden interactuar con
aminoacidos como las cisteinas o con residuos de SH. Y en azul el resto de la secuencia.

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

La seleccion del blanco molecular en el hongo Bd constituy6 una etapa fundamental del
proceso de diseno. El blanco elegido debia cumplir con una serie de criterios estrictos, entre
los que se incluyeron la disponibilidad de informacion estructural confiable, como datos
cristalograficos, modelos predichos mediante AlphaFold2, estructuras depositadas en el
Protein Data Bank (PDB) del NCBI o resultados consistentes de plegamiento obtenidos a

partir de distintos predictores estructurales (Ver Tabla 1).

Adicionalmente, la secuencia de la proteina receptora fue analizada mediante alineamientos
multiples con el fin de evaluar su grado de conservacion en otras especies de hongos o
bacterias. El objetivo de este andlisis fue identificar un blanco con el menor nlimero posible
de homologos en otros organismos, y cuya funcion estuviera claramente caracterizada en la

literatura, reduciendo asi el riesgo de interacciones inespecificas (Ver Tabla 1).

Los resultados del alineamiento multiple indicaron la presencia de unicamente cinco
proteinas con similitud detectable; sin embargo, estas presentaron porcentajes de identidad
inferiores al 40 %. Asimismo, las regiones expuestas de dichas proteinas no mostraron
conservacion de aminoacidos clave, lo que sugiere una baja probabilidad de unién
inespecifica entre la proteina disefiada y receptores homologos en otras especies (ver Tabla
5). Estos resultados respaldan la especificidad del blanco molecular seleccionado y refuerzan

su idoneidad para el desarrollo de una estrategia terapéutica dirigida (Ver Figura 31).

Tabla 1. Busqueda de secuencias homdlogas. El cuadro muestra los resultados de la

busqueda de blancos moleculares homologos al receptor en Bd.

136



Max | Total | Query

Descripcidn Ident. iD
score score| cover
Plasma membrane alkali metal cation/H+
antiporter Sod22 [Schizosaccharomyces | 316 | 316 69% |37.06% NP_594194.1

pombe]
Nhalp [Saccharomyces cerevisige S288C]| 317 317 70% |[38.97% NP_013239.1

Sodium proton antiporter
[Synechocystis]

IW |

58.2| 58.2 47% |24.65% WP_194018922.1/

Sodium proton antiporter [Pseudomonas]|51.2| 51.2 43% |28.73%WP_003113638.1 Query sequence il nr matches [l Landmark matches

Sodium proton antiporter [Deinococcus
radiodurans]

43.5| 43.5 | 17% [28.95%WP_231885354.1 Not aligned to query |  Gap

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025.

En cuanto al modelaje estructural de este blanco molecular, podemos encontrar que se obtuvo
un valor de TM-score de 0.776, que sobre pasa el valor promedio de 0.5, para considerarse
como una buena aproximacion estructural a lo que podria ser en la naturaleza este tipo de
proteinas antiportadores. El nimero de aminoacidos que fue incluido en la modelizacion
estructural por minimizacion energética es aproximadamente mayor a 500 aminoacidos. Se
utilizaron como base para el disefio de la proteina tratamiento, a todos los aminoacidos que
estuvieran expuestos en dicho canal idnico. Esta seleccion posteriormente fue validada
utilizando el programa CASTpFold, para todos los receptores que fueron seleccionados como

dianas moleculares del tratamiento (Ver Figura 31).
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>KAJB8331168.1 Na+/H+ antiporter [Batrachochytrium
dendrobatidis]

PGLRTAHLTYLLLGGFVGGFGLISLIVKDRLYMSEAM
FSRLVIATIQCLVAGISLPRSFIWKER
PTDPVLANSIVKGKFAEK

LVFF IYQVVLSIVL
GVIIGTLSRKALKCAESNGWIDKESILG VLGCFVVGAIL

. SWDDWFNRQIEETHIQEVLDALINMSFFIVFGTLIPWHEYTA IWRMILVALWL
VLLRRLPIVVLLSRWMPALKNQKEVFFCGWFGPIGVGALFY! PI

VM’MHGGSVSLFE IGITRHSTWONNRLAAQIASAMQE GLV
PS

I SRSVIEIPQSKEDQANPGRDASQIDQDCVSERKGEGVPTGRESGATVI
QSVSAMDFENTNPRSSLDIRRSINADRSMODTIPLEENTNSGSRQPKIYTFQ

100

a0 TM score @.776

Predicted LDDT

20

o 100 200 300 400 500
Position

Figura 31. 3D modelos de las dianas moleculares (en el hongo Bd). Se muestran los
resultados obtenidos de la modelizacion tridimensional mediante minimizacion energética de
la proteina antiportadora de Na+/H+ en B. dendrobatidis. La figura de la proteina se muestra
en color beige, en azul las regiones ubicadas en el lado extracelular, con lineas punteadas
rojas que muestran la delimitacion de la membrana plasmatica. En la parte derecha de cada
modelo podemos ver los resultados de la puntuaciéon TM, los valores deben ser >0,5 y la
prediccion LDDT es la calidad de plegamiento de cada aminoacido en el modelo, los valores
por encima del 60% son ideales. En el reverso de cada modelo y sus resultados de
plegamiento, encontramos la secuencia de la region azul, donde podemos observar
aminoacidos en verde como carga complementaria, hidrofobicidad, anfipatica, hidréfila que

podrian tener unidn con otros aminoécidos.
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CAPITULO IIL.- El disefio de proteinas terapéuticas, su modelaje estructural y su
evaluacion

Esta parte -capitulo- de la tesis esta enfocada a describir como se desarrollé un método y las
herramientas adecuadas para el disefio de una proteina con potencial para tratar a Bd. Este

capitulo forma parte del articulo publicado:

Ramirez-Villarreal, J., & Alvarez-Martinez, R. (2025a). Application of I TASSER, trRosetta,
UCSF Chimera, HADDOCK server, and HEX loria for De Novo and In Silico Design of
Proteins. Journal of Visualized Experiments: JoVE, 221. https://doi.org/10.3791/68003.

El disefo de proteinas consiste en construir secuencias de aminoacidos € incorporar motivos
especificos para crear variantes funcionales. Este enfoque es fundamental para el desarrollo
de péptidos antimicrobianos (AMP) destinados a combatir los patdogenos resistentes a los
antibioticos. Este articulo presenta un procedimiento para construir proteinas con diversas
herramientas bioinformaticas. El disefio de proteinas consiste en construir secuencias de
aminoacidos e incorporar motivos especificos, como sitios de unidn, en receptores, canales
16nicos u otras proteinas. Este enfoque permite producir variantes de proteinas con funciones
y propositos especificos. Un ejemplo de aplicacion de estos recursos bioinformaticos es la
mejora de los péptidos antimicrobianos (AMP) o el disefio de AMP sintéticos. Este desarrollo
es significativo debido al reciente aumento de enfermedades emergentes, a menudo causadas
por patogenos dificiles de erradicar y resistentes a los antibioticos. Las consecuencias de esta
tendencia incluyen la extincion de especies animales y la muerte de seres humanos. Por lo
tanto, es esencial la sintesis rapida de nuevos AMP eficaces. Estos servidores y programas
pueden facilitar el rapido desarrollo de vacunas, péptidos antimicrobianos o tratamientos
eficaces contra estos patogenos. El objetivo de este trabajo es presentar y proponer un
procedimiento para construir proteinas a partir de secuencias y esclarecer el proceso de

utilizacion de diferentes herramientas para construir estas moléculas paso a paso.
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MATERIALES Y METODOS

Revision de la literatura

Se realiz6 una busqueda bibliografica en PubMed y en el repositorio NCBI con el objetivo
de identificar herramientas computacionales actuales para la determinacion y prediccion de
la estructura de proteinas. Como criterio de inclusion, se consideraron Unicamente aquellas
herramientas respaldadas por publicaciones cientificas revisadas por pares y, adicionalmente,
evaluadas por autores independientes a sus desarrolladores mediante comparaciones
cualitativas y/o cuantitativas (por ejemplo, benchmarks, estudios de desempefio o revisiones
metodoldgicas). Asimismo, se priorizaron herramientas con fecha de lanzamiento no mayor
a cinco aflos; en casos excepcionales, se incluyeron herramientas mas antiguas siempre que
contaran con actualizaciones sustantivas o mantenimiento activo documentado durante los

ultimos cinco afnos.

Construccion de la secuencia tratamiento

Para la construccion de la secuencia terapéutica se emplearon diversas herramientas gratuitas
y bases de datos especializadas orientadas al disefio de secuencias con propiedades
antimicrobianas y antifiingicas. Entre ellas se incluyeron el Registry of Standard Biological
Parts iGEM), CIBV (Linker Database), CAMP y DRAMP, las cuales constituyen bases de
datos curadas que retinen secuencias naturales y sintéticas con actividad antimicrobiana y

antiflingica reportada.

De manera complementaria, se reviso literatura especializada que documenta la relevancia
funcional de determinados aminoacidos, como la arginina y el triptofano, los cuales se
asocian frecuentemente con propiedades bactericidas y fungicidas debido a su carga positiva,
hidrofobicidad y capacidad de interaccion con membranas celulares (Clark ef al., 2021). Esta

informacion fue integrada como criterio adicional en el disefio de las secuencias.

A partir de la combinacion de estos enfoques, se generaron doce secuencias candidatas,

construidas de manera controlada, pero sin restringir a una Unica plantilla preexistente. Cada

140



una de estas secuencias fue posteriormente sometida a modelado estructural de novo
utilizando el programa RosettaX-Single, prescindiendo del uso de plantillas estructurales o
de la busqueda de secuencias homodlogas, con el objetivo de evaluar su capacidad intrinseca

de plegamiento y su viabilidad estructural como posibles candidatos terapéuticos.

Pruebas de seleccion para los disefios

Las secuencias disefiadas fueron sometidas a una serie de pruebas computacionales con el
objetivo de evaluar de manera integral su potencial funcional y descartar candidatos con
propiedades no deseables. En primer lugar, se utiliz6 el programa CAMPr4 para predecir la
actividad antimicrobiana de cada secuencia. Este algoritmo genera valores normalizados en
un rango de 0 a 1; de acuerdo con las especificaciones del programa, las secuencias con
puntuaciones superiores a 0.5 fueron consideradas como candidatas con potencial
antimicrobiano y seleccionadas para analisis posteriores. En esta etapa se evalu6 tanto el
potencial de péptidos antimicrobianos sintéticos como su similitud funcional con péptidos

antimicrobianos naturales.

Posteriormente, se emple6 el programa Antifp para caracterizar las propiedades
fisicoquimicas de cada secuencia, incluyendo hidropaticidad, hidrofobicidad, anfipaticidad,
carga neta, punto isoeléctrico y peso molecular. Este mismo servidor fue utilizado para
predecir la posible actividad antifingica de los constructos, una caracteristica central en el

disefio de la proteina terapéutica propuesta.

Con el fin de evaluar funciones adicionales relevantes para la mitigacion de infecciones, se
utiliz6 BIOFIN para predecir la capacidad antibiofilm de las secuencias, considerando que
la formacion de biofilms puede contribuir a la persistencia de patdégenos en la piel del
hospedero. Asimismo, el servidor HemoPI fue empleado para descartar secuencias con
potencial actividad hemolitica, una propiedad indeseable desde el punto de vista de seguridad

biologica.
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Adicionalmente, se utilizo ProtParam para estimar parametros de estabilidad y vida media
de los constructos en distintos modelos biologicos, incluyendo reticulocitos, levaduras y
Escherichia coli, 1o que permitié obtener una aproximacion comparativa de la estabilidad de
las secuencias en distintos contextos celulares. Finalmente, se realizé una evaluacion de la
calidad del plegamiento estructural mediante el programa QMEANDIisCo. Sin embargo, este
analisis no arrojo resultados concluyentes, debido a que el método se basa en el uso de
plantillas estructurales y las proteinas disenadas de novo no presentan similitud significativa
con estructuras previamente registradas en bases de datos curadas o no curadas. Este
resultado es consistente con la naturaleza novedosa de los disefios generados y no se

considerd como un criterio de exclusion.

Diseno de las secuencias

El disefio de las secuencias proteicas se llevd a cabo mediante la generacion sistematica de
multiples combinaciones de aminoacidos, integrando criterios estructurales, fisicoquimicos
y funcionales. Para ello, se emplearon distintos enfoques de construccion de secuencias. En
primer lugar, se utilizaron reglas y formulaciones previamente publicadas que describen
caracteristicas clave asociadas a la actividad antimicrobiana, tales como la proporcion de
residuos cargados positivamente, el balance entre regiones hidrofébicas e hidrofilicas y la

distribucion espacial de cargas a lo largo de la secuencia.

Adicionalmente, se disefiaron secuencias de distinta longitud, carga neta y peso molecular,
con el objetivo de explorar un espacio amplio de configuraciones y evaluar como estas
variables influyen en la estabilidad estructural, la interaccion con membranas y el potencial
antimicrobiano. Cada secuencia generada fue sometida a una serie de filtros computacionales
orientados a descartar candidatos con propiedades desfavorables, como baja estabilidad

predicha, alta toxicidad potencial o ausencia de motivos funcionales de interés.

Cuando una secuencia no cumplia con los criterios establecidos, se aplicé un proceso
iterativo de optimizacion mediante el uso de programas de sustitucion sistematica de

aminodcidos. En este procedimiento, cada residuo de la secuencia era reemplazado de manera
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individual por otros aminoacidos, generando variantes puntuales que posteriormente fueron
reevaluadas mediante los mismos filtros y herramientas de andlisis. Este enfoque permitid
identificar sustituciones especificas capaces de mejorar propiedades funcionales o

estructurales sin comprometer la integridad global de la secuencia.

Este proceso iterativo de generacion, filtrado y optimizacion permitié refinar
progresivamente las secuencias candidatas, seleccionando aquellas con mayor probabilidad
de resultar funcionales y adecuadas para su analisis estructural posterior y su eventual
evaluacion como componentes de una estrategia terapéutica dirigida contra la infeccion por

Batrachochytrium dendrobatidis.

Generacion de modelos

La generacion de los modelos estructurales se realizd6 empleando distintos servidores de
prediccion, seleccionados en funcion de las caracteristicas de las secuencias utilizadas como
entrada (input) y del objetivo especifico de cada modelo. Para las secuencias disefiadas de
novo, se utilizé el programa I-TASSER, el cual ha demostrado ser particularmente robusto
para la prediccion de estructuras tridimensionales en ausencia de plantillas estructurales
cercanas. Este enfoque resulta especialmente adecuado para secuencias cortas y novedosas,
como las correspondientes a la proteina terapéutica disefiada, que integra simulaciones de
plegamiento ab initio con informacion estadistica derivada de bases de datos estructurales,
permitiendo obtener modelos con una calidad estructural aceptable incluso en escenarios sin

homologia detectable.

Por otro lado, para la generacion de modelos correspondientes a los blancos moleculares,
generalmente proteinas de mayor longitud y complejidad estructural, se empled trRosetta,
un método basado en aprendizaje profundo que infiere restricciones geométricas a partir de
mapas de contacto y distancias inter-residuo. Este servidor ha mostrado un desempefio
sobresaliente en la prediccion de estructuras de proteinas largas y complejas, lo que lo
convierte en una herramienta adecuada para modelar con mayor precision las dianas

moleculares involucradas en la interaccion con la proteina disefiada.
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Una vez obtenidos los modelos estructurales, estos fueron sometidos a procesos de
visualizacidn, inspeccion y andlisis estructural mediante programas especializados como
UCSF Chimera y PyMOL. Estas herramientas permitieron evaluar aspectos como la
conformacion global de los modelos, la presencia de motivos estructurales relevantes, la
distribucion de cargas superficiales, la accesibilidad de regiones funcionales y la coherencia
estructural general. Asimismo, facilitaron la comparacién entre distintos modelos y la
preparacion de estructuras para analisis posteriores, incluyendo estudios de interaccion

molecular y validacion estructural.

RESULTADOS

Para el disefio del componente antifungico de la proteina terapéutica, se tom6 como
referencia el marco tedrico propuesto por Shai et al. (2002), quienes desarrollaron principios
fisicoquimicos para el disefio racional de péptidos sintéticos con actividad antifingica. A
partir de dichas formulaciones, se generaron secuencias candidatas que incorporan las
caracteristicas asociadas a la interaccion efectiva con membranas fungicas. De manera
complementaria, se utilizd la base de datos de péptidos antimicrobianos APD3 como
referencia comparativa para validar que las propiedades de las secuencias disenadas fueran

consistentes con aquellas descritas previamente para péptidos con actividad comprobada.

El disefio de las secuencias antiflingicas se apoy0 en tres estrategias principales. En primer
lugar, se explord la potenciacion de moléculas previamente descritas en la literatura mediante
su integracion en arquitecturas quiméricas, con el objetivo de amplificar su efecto
antifingico. En segundo lugar, se desarrollaron secuencias de novo considerando de manera
explicita pardmetros fisicoquimicos clave, tales como carga neta, hidrofobicidad,
hidrofilicidad, punto isoeléctrico (pl), solubilidad, indice de hidropaticidad, anfipaticidad y
propiedades estructurales de los aminoéacidos. Finalmente, se emplearon formulas y bases de

datos especializadas como guias adicionales para la generacion de secuencias candidatas.
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Con el fin de evaluar la capacidad de reconocimiento entre las secuencias disenadas y sus
posibles dianas moleculares, se realizd un analisis de acoplamiento molecular utilizando el
programa HEX. Estos analisis permitieron explorar la compatibilidad estructural entre la
proteina disefiada y las proteinas objetivo, proporcionando evidencia preliminar de la

factibilidad de interaccidn a nivel molecular.

Adicionalmente, el disefio de la proteina se orientd no so6lo a la inhibicion de bacterias
oportunistas especificas, sino también a la incorporacion de propiedades antifingicas, con el
objetivo de desarrollar un tratamiento multi-blanco mas completo y especifico. En el caso de
Bd, se identificaron proteinas de membrana como posibles dianas moleculares. Considerando
que la membrana y la pared celular del hongo presentan una carga neta negativa, se disefiaron
secuencias complementarias con propiedades electrostaticas compatibles, orientadas a
favorecer la interaccion con dichas estructuras. Estas secuencias cortas antifingicas fueron
posteriormente fusionadas a las secuencias candidatas que superaron los filtros iniciales de

calidad y funcionalidad.

Tras el proceso de seleccion y evaluacion de herramientas computacionales, se eligieron
cuatro plataformas principales debido a su alto desempefio, tiempos de respuesta adecuados
y capacidad para generar métricas robustas de calidad estructural. Estas herramientas
permitieron evaluar de manera consistente el plegamiento, la estabilidad y la coherencia
estructural de las secuencias generadas. A partir de esta evaluacion integral, se procedio a
identificar la combinacién Optima de aminoacidos para la construccion final de la proteina
terapéutica, cuyo disefio integra propiedades antifungicas y antibacterianas de manera

sinérgica.

Para la construccion de la proteina se emplearon diversos enfoques complementarios. En
primer lugar, se incorporaron tripletes de aminoéacidos previamente descritos en la literatura
por su actividad antimicrobiana, asi como residuos individuales reconocidos por su
participacion directa en mecanismos de interaccion y disrupcién microbiana. De manera

integrada, se seleccionaron aminodcidos con funciones antimicrobianas respaldadas
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experimentalmente, junto con aquellos que presentan propiedades bioquimicas favorables

para el disefio estructural de proteinas funcionales.

Se disenaron un total de doce secuencias candidatas de tratamiento, cada una estructurada de
manera modular, de modo que cada bloque funcional cumpliera un propdsito especifico
dentro del disefio global de la proteina. En particular, cada secuencia incorpora una o dos
regiones funcionales orientadas a favorecer la interaccidon inicial con estructuras de
superficie, tales como la pared celular y la membrana plasmatica de los microorganismos
diana. Estas regiones fueron disefiadas considerando propiedades fisicoquimicas compatibles
con la union electrostatica y la insercion en membranas con carga neta negativa (Ver Figura

32y 33).

Adicionalmente, cada constructo incluye una region disefiada para permitir la interaccion
directa con cavidades o dominios expuestos de receptores proteicos especificos, previamente
identificados como blancos moleculares relevantes. Estas regiones fueron optimizadas para
maximizar la complementariedad estructural y quimica con las zonas extracelulares de los

receptores, favoreciendo una interaccion selectiva y funcional.

Con el fin de garantizar la correcta organizacion tridimensional del constructo, asi como su
estabilidad conformacional, todas las secuencias incorporan segmentos intermedios con
funcion de espaciadores (l/inkers). Estos espaciadores permiten separar adecuadamente los
dominios funcionales, reduciendo interferencias estructurales entre ellos y favoreciendo un
plegamiento eficiente de la proteina en su conjunto. Para este propdsito, se emplearon
secuencias cortas de espaciadores provenientes de la base de datos del Registry of Standard
Biological Parts (iIGEM), seleccionadas por su uso previo en disefios sintéticos y su

compatibilidad con sistemas bioldgicos (Ver figura 32 y 33).

Este enfoque modular permiti6 integrar multiples funciones dentro de un solo constructo
proteico, optimizando simultaneamente la union a superficies celulares, la interaccion con

receptores especificos y la estabilidad estructural del tratamiento propuesto.
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Flexible space Antimicrobial
sequence sequence
(variable)

BD #
EQCREEEDDRGSGGSLLLLGGVVVGGIIIGGAAAGGFFFGGSSSGGNNNGGOOOGGGSGESRRWWWRWW

Potential antifungal Receptor
sequence complementary
(vanable) sequence

Figura 32. Diagrama de construccion del tratamiento. Muestra un ejemplo de como fue
la construccién de la secuencia a partir de diferentes secciones como espaciadores flexibles
en gris, secuencias modificadas con efectos antimicrobianos y antiflingicos probados de
bases de datos en verde. La secuencia "complementaria" con las caracteristicas quimicas
optimas para la interaccion con los aminoacidos estudiados de las regiones externas de la
proteina transmembrana MSF se muestra en naranja. Ademas, se muestra en cian una breve
secuencia de novo enriquecida con argininas y triptofanos, que se sabe que ayudan a la
interaccion con la membrana y tienen efectos antimicrobianos. Neta. Modificado de:

Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.
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>BD_9 >BD_10 >BD_11 >BD_12
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SGGSGLVIAFSNQGS EQCREEEDDRGSGGS SRWWRWWRRWWWGSG
GGSGLVIAFSNQ EQCREEEDDR GSRWWRWWRRWWW

Figura 33. Generacién de modelos estructurales. Se muestran los modelos generados a
partir de las secuencias construidas. En total, se disefiaron y modelaron doce proteinas con
diferentes longitudes de aminoacidos y con diferentes partes de secuencias con diferentes
efectos previstos, espaciadores flexibles cortos o largos, aminoacidos bisagra, cadenas de
aminoacidos con efectos antimicrobianos o antiflingicos modificados y secuencias aleatorias
de triptofano y arginina. Se llevo a cabo una modelizacion para estudiar las caracteristicas
fisicas y las posibles interacciones de estas proteinas con sus dianas moleculares. Nota.

Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

Para determinar cudl de los constructos disefiados representaba la mejor opcién como agente
antimicrobiano, en funcion de su capacidad de interaccién con las dianas moleculares
seleccionadas, se realizaron ensayos de acoplamiento molecular (docking) utilizando el
programa HEX (loria). A partir de los analisis preliminares descritos anteriormente, se
seleccionaron las seis secuencias con mejor desempefio global para someterlas a esta etapa

de evaluacion (Ver Figura 33).
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Cada una de las estructuras proteicas disefiadas fue identificada con la nomenclatura BD #,
donde el namero corresponde al identificador de la secuencia generada. Posteriormente, cada
constructo BD # fue evaluado frente a cada uno de los cuatro blancos moleculares
seleccionados, con el objetivo de verificar su capacidad potencial de interaccion en los

distintos microorganismos diana y asegurar asi un enfoque terapéutico multi-blanco.

El proceso de filtrado y seleccion de los mejores candidatos se basé en una evaluacion
integral que combind multiples criterios: los resultados de acoplamiento molecular obtenidos
con HEX, asi como los andlisis de seguridad, estabilidad y funcionalidad derivados de los
programas HemoPI, BIOFIN, Antifp, ProtParam y CAMPr4. Este enfoque permiti6 descartar
secuencias con potencial citotoxico, baja estabilidad o funcionalidad limitada, priorizando

aquellas con propiedades fisicoquimicas y bioldgicas més favorables (Ver Tabla 2).

Con el fin de validar que cada seccion de las secuencias disefiadas cumpliera adecuadamente
su funcion, tanto de manera individual como dentro del constructo completo, se llevaron a
cabo andlisis adicionales para determinar si las herramientas bioinformaticas disponibles
clasificaban a las proteinas modificadas como potenciales agentes antimicrobianos y/o
antifingicos. Para ello, se empled la base de datos CAMPr4, especializada en la
identificacion de secuencias como AMP (antimicrobial peptide) o NAMP (non-

antimicrobial peptide).

CAMPr4 integra tanto AMPs naturales, aislados de organismos o secretados como parte de
mecanismos defensivos, como AMPs sintéticos, desarrollados y optimizados en laboratorio.
El algoritmo compara la secuencia de interés con este conjunto curado, evaluando similitudes
en composicion aminoacidica, patrones estructurales y propiedades fisicoquimicas asociadas

a actividad antimicrobiana.

De las doce secuencias inicialmente disefiadas, unicamente seis fueron clasificadas como
AMPs sintéticos, correspondientes a los constructos BD 3, BD 4, BD 7, BD §, BD 10y
BD_12. En contraste, el analisis frente a AMPs naturales identificé nueve secuencias con
similitud funcional, especificamente BD 1, BD 2, BD 3, BD 7, BD 8§, BD 9, BD 10,
BD 11y BD 12 (ver Tabla 2).
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Estos resultados permitieron reducir el conjunto de candidatos a aquellos constructos con
mayor respaldo bioinformético en términos de actividad antimicrobiana potencial, sirviendo

como base para las siguientes etapas de evaluacion estructural y funcional.

Tabla 2. Caracteristicas antimicrobianas de las secuencias disefiadas. En la siguiente
tabla podemos observar los resultados del programa CAMPr4 que tiene la capacidad de
predecir si una proteina tiene potencial funciéon antimicrobiana (AMP) o no (NAMP) y
también puede predecir esto para proteinas disefiadas (sintéticas) y secuencias de proteinas
extraidas de la naturaleza (naturales). Cuenta con tres métodos de prediccion diferentes que
involucran diferentes bases de datos de prediccion ( RF, SVM y ANN). Las
probabilidades superiores a >0,5 se consideran AMP (Gawde et al., 2023).

CAMPr4_RF (sinthetic) CAMPr4_SVM CAMPr4_ANN CAMPr4_RF (natural) CAMPr4_SVM CAMPr4_ANN
ID CLASS I}R?Ll;[; CLASS P;\(I)]; CLASS  AMP PROB CLASS AMP PROB CLASS AMPPROB CLASS AMP PROB
BD_1 NAMP 0.41 NAMP 0.39 NAMP 0.17 AMP 0.74 AMP 0.97 AMP 0.81
BD_2 NAMP 0.47 AMP 0.69 NAMP 0.38 AMP 0.71 AMP 0.99 AMP 0.85
BD_3 AMP 0.66 AMP 0.68 NAMP 0.4 AMP 0.01 AMP 0.96 NAMP 0.35
BD_4 AMP 0.55 AMP 0.7 NAMP 0.42 NAMP 0.44 AMP 0.63 NAMP 0.06
BD_5 NAMP 0.46 NAMP 0.44 NAMP 0.15 NAMP 0.48 AMP 0.53 NAMP 0.06
BD_6 NAMP 0.48 NAMP 0.35 NAMP 012 NAMP 0.46 AMP 0.53 NAMP 0.06
BD_7 AMP 0.99 AMP 0.98 AMP 0.99 AMP 0.77 AMP 1 NAMP 0.15
BD_38 AMP 0.98 AMP 0.97 AMP 0.99 AMP 0.66 AMP 0.99 NAMP 0.18
BD_9 NAMP 027 NAMP 0.15 NAMP 0.21 AMP 0.78 AMP 0.95 AMP 0.84
BD_10 AMP 0.89 AMP 0.99 AMP 0.97 AMP 0.84 AMP 0.56 AMP 0.88
BD_11 NAMP 0.14 NAMP 0.16 NAMP 0.03 AMP 0.52 AMP 0.95 NAMP 0.07
BD_12  AMP 0.96 AMP 0.97 AMP 0.99 AMP 0.66 AMP 1 NAMP 0.33

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

Se habia introducido una seccidn especifica en las secuencias para tener actividad antifungica
y para demostrar que estas secciones se identifican como tales, se utilizo el programa Antifp,
que al igual que otros programas busca dentro de secuencias de proteinas de cierta longitud,
similitudes entre aminoacidos clave que se sabe que tienen una determinada funcidn, en este
caso, de antifungicos. Estos programas se adjuntan a bases de datos con secuencias que tienen
esta funcién ya definida y también probada experimentalmente en el laboratorio. Los

resultados obtenidos para esta parte del andlisis fueron negativos (NANTI) (no antifiingicos)
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para todos los casos. Es decir, a pesar de la adicién de una secuencia modificada que se
registr6 como antifungica dentro del desarrollo de esta proteina, la secuencia junto con las
otras secciones no mantuvo su funcidon en ninguno de los casos (Ver Tabla 3). Este mismo
programa nos proporciond informacion interesante sobre las secuencias introducidas, como
su carga neta, los respectivos indices de hidrofobicidad, hidropaticidad, hidrofilicidad,

anfipaticidad, asi como el peso molecular de cada secuencia y su punto isoeléctrico.

Tabla 3. Caracteristicas antiflingicas. En la siguiente tabla se muestran los resultados del
analisis de las secuencias disefiadas para predecir si tuvieron un efecto antifingico. Se
probaron las doce secuencias disenadas y se determinaron la hidrofobicidad, hidropaticidad,
anfipaticidad, carga puntual isoeléctrica y peso molecular para cada secuencia utilizando el
programa Antifp (Agrawal et al., 2018). Donde podemos observar que ninguna de las

secuencias tiene un potencial efecto antifingico con el resultado (NANTTI).

1D Score Prediction Hydrophobicity Hidropathicity Hydrophilicity Amphipathicity ~ Charge pl Mol wt
BD 3 -0.03 NANTI -0.16 -1 0.18 0.4 -1 4.95 3851.62
BD_4 0.013 NANTI -0.51 2 0.81 0.8 -1 4.95 2263.61
BD_5 0.04 NANTI -0.51 -2 0.7 0.84 -1 5.06 2966.47
BD_11 -0.03 NANTI -0.61 2 1.77 0.84 -12 4.04 4580.04
BD_6 -0.02 NANTI -0.5 -2 0.69 0.81 -1 5.06 3053.56
BD_9 -0.06 NANTI 0.09 0.44 -0.49 0.09 0 5.88 3844.83
BD_10 -0.26 NANTI -0.08 -0.2 -0.83 0.44 2 12.01 1819.31
BD_8 0.25 NANTI -0.48 -2.34 -0.84 0.98 4 12.48 1760.18
BD_7 0.02 NANTI -0.4 -2.21 -1.07 0.89 4 12.48 1946.41
BD_12 0.003 NANTI -0.31 -1.83 -0.8 0.68 12 13.05 6494.01

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

En el desarrollo de proteinas disefiadas con potencial terapéutico es indispensable evaluar
una serie de propiedades funcionales y de seguridad que permitan anticipar su viabilidad
biologica. Entre los criterios mdas relevantes se encuentran la ausencia de actividad
hemolitica, la posible capacidad de inhibir la formacion de biofilms bacterianos y la

estabilidad estructural, expresada como la vida media estimada en distintos sistemas
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experimentales in vitro. Estas caracteristicas resultan criticas para minimizar efectos

adversos y maximizar la eficacia del tratamiento.

Para evaluar estos parametros se emplearon diversas herramientas bioinformaticas
especializadas. El servidor ProtParam fue utilizado para estimar la vida media de los
constructos proteicos en modelos celulares estandar, incluyendo levaduras, reticulocitos y
Escherichia coli. El programa BIOFIN permiti¢ analizar el potencial de los disefios para
inhibir la formacién de biofilms bacterianos, mientras que HemoPI se empled para predecir

la probabilidad de actividad hemolitica de cada secuencia disefiada.

Todos los constructos generados fueron sometidos de manera sistematica a estas tres pruebas.
Los resultados de ProtParam indicaron que la mayoria de los disefios presentaron una vida
media aproximada de 30 minutos en modelos de levaduras, alrededor de 1 hora en
reticulocitos y hasta 10 horas en modelos de E. coli. De manera notable, los constructos BD 9
y BD_10 mostraron una estabilidad considerablemente mayor, con una vida media estimada
de 30 horas en reticulocitos, 20 horas en levaduras y 10 horas en E. coli, posicionandose

como los candidatos mas estables en esta etapa del analisis (ver Tabla 4).

En cuanto a la evaluacion de toxicidad potencial mediante HemoPI, el constructo BD 11
obtuvo el valor mas favorable, con un puntaje PROB = 0, lo que indica una probabilidad nula
de actividad hemolitica. A este le siguieron los disefios BD 3, BD 2y BD 1, con valores de
0.11, 0.14 y 0.18, respectivamente, todos ellos clasificados como muy poco probables de
presentar efectos hemoliticos. Estos resultados sugieren un perfil de seguridad adecuado para

su consideracion como candidatos terapéuticos.

Finalmente, el analisis realizado con BIOFIN indicé que ninguno de los disefios evaluados
presenta un potencial inhibidor significativo de la formacion de biofilms bacterianos (ver
Tabla 4). Si bien esta propiedad no se observo en los constructos disefiados, su ausencia no
invalida el enfoque terapéutico propuesto, dado que el objetivo principal se centra en la

interaccion directa con patdgenos especificos y en la modulacion de la microbiota asociada.
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Tabla 4. Propiedades de las secuencias disefiadas. En la siguiente tabla se muestran los
resultados obtenidos para el andlisis de propiedades de las secuencias disefiadas. Las
propiedades de la vida media de las proteinas se analizaron con el programa ProtParam
(Walker et al., 2005). Esto nos ofrece tres modelos in vivo diferentes y cuanto tiempo dura
la proteina disefiada en estos modelos (reticulocitos, levadura y E. coli), lo que nos ayuda a
saber cuanto tiempo podria durar el efecto de las proteinas disefiadas in vivo y si las
expresamos en modelos heterdlogos. Los resultados del programa BIOFIN (Gupta et al.,
2016) nos ayudan a saber si la proteina modificada tendria algun efecto sobre la formacion
de biopeliculas. Y, por ultimo, HemoPI presenta un PROB Score normalizado que muestra
rangos de valores entre 0 y 1 (1: muy probable que sea hemolitico y 0: muy poco probable

que sea hemolitico) (Chaudhary ef al., 2016).

ProtParam BIOFIN HemoPl
1D Reticulocitos | levadura E. coli Score Prediction PROB SC{‘JI'C
(Hemolytic)
BD_1 1h 30min >10h -0.659775 Negative 0.18
BD_2 1h 30min >10h -0.411233 Negative 0.14
BD_3 1h 30min >10h -1.19434 Negative 0.11
BD_4 1h 30min >10h 0.189585 Negative 0.4
BD_5 1h 30min >10h -0.521029 Negative 0.47
BD_o6 1h 30min >10h -0.732722 Negative 0.47
BD_7 1h 2min 2min -0.235444 Negative 0.76
BD_8 1h 2min 2min -0.274915 Negative 0.78
BD 9 30h >20h >10h -0.442545 Negative 0.27
BD_10 30h >20h >10h -0.122223 Negative 0.87
BD_11 1h 30min 10min -0.223023 Negative 0
BD_12 1h 2min 2min -1.00677 Negative 0.93

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

Con base en los resultados obtenidos en las etapas previas de evaluacién funcional,
estabilidad y seguridad, se seleccionaron los constructos con mejor desempefio global para
el andlisis detallado de las interacciones receptor—proteina, empleando los programas de
acoplamiento molecular HEX (loria) y HADDOCK. Hasta este punto del estudio, la mayoria

de los analisis realizados no requerian informacion estructural explicita; sin embargo, para la
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evaluacion de afinidad y modos de union especificos, fue indispensable contar con modelos

estructurales tridimensionales de las proteinas disefnadas.

Las secuencias seleccionadas se introdujeron en el programa de prediccion estructural I-
TASSER, el cual permite generar modelos de novo con alta robustez para secuencias sin
homologos estructurales cercanos. Los modelos resultantes fueron evaluados internamente
por el servidor, etiquetados conforme a su calidad de plegamiento y descargados en formato

PDB para su posterior analisis estructural y de acoplamiento molecular.

Los constructos que obtuvieron las mejores puntuaciones globales considerando estabilidad,
potencial antimicrobiano, baja toxicidad y calidad estructural fueron BD 7, BD §, BD 9,
BD 10, BD 11y BD_ 12, los cuales fueron seleccionados como candidatos finales para los

estudios de interaccion molecular (Ver Figura 34).

TM score: TM score: TM score:
0.233 0.133 0.200
>BD 7 >BD_8 >BD_9
RWWRWWRRWWW RRWWWRWWWR GLVIAFSNQGSGGSGSGGS

GLVIAFSNQGSGGSGLVIA
FENQ

T™M score:

TM score:

T™M score:

0.233 0.240 0.198
>BD_10 >BD 11 >BD 12
GLVIAFSNQRWWWR EQCREEEDDRGSGGSEQCRERE RWWRWWRRWWWGS GGSRWWRWW

DDRGSGGSEQCREEEDDR RRWWWGSGGSRWWRWWRRWWW

Figura 34. Modelos después de las pruebas de filtro. En la siguiente figura se muestra el
modelado de las secuencias que han pasado los filtros mencionados anteriormente. Asi como
su puntuacion y secuencia de TM. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-

Martinez et al., 2026.
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Dado que ninguno de los disefos iniciales present6 actividad antifungica significativa en las
pruebas predictivas, se procedié a incorporar un modulo adicional con actividad antifingica
predicha, con el objetivo de obtener un constructo terapéutico integral dirigido tanto contra

Bd como contra los patégenos bacterianos asociados.

En particular, se priorizaron aminoacidos asociados con flexibilidad conformacional,
capacidad de formar cavidades o pockets funcionales, presencia de anillos aromaticos, asi
como glicinas, cisteinas y residuos con carga positiva, dada su relevancia en la estabilidad
estructural, la interaccidn con membranas y la actividad antimicrobiana. La disposicion y
distribucion de estos aminoacidos dentro de la secuencia final se realizd siguiendo los
principios y formulaciones propuestas por Shai ef al. (2002), con el objetivo de maximizar la
anfipaticidad, la complementariedad electrostatica y el potencial de interaccion con las dianas

moleculares seleccionadas (Ver Figura 35).

Definir

X Construir Identificar
herramientas, datos . Buscar blancos
informacién a T secuencias ~p lecturas de - moleculares
€ intorm: K(X)3KW(X) 2K(X) 2K patégenos
utilizar
trRosetta Andlisis
I-Tasser calidad/funcion
HEX-loria
Q-mean
Librerias
Fastq

[ Buena calidad de plegamiento ]

Construir modelos I

Mejores modelos
estructurales J

Docking molecular

’\
: P
[ Pruebas ]ﬁ&:ﬁp

<t

Figura 35. Proceso de construccion proteina anti-Bd. En la siguiente figura muestra la

seccion LCS en estructura, cada color (naranja, amarillo, verde y azul) representa una
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caracteristica especifica de los aminoacidos presentes. T M-score: valor de calidad en la
resolucion del plegamiento de la estructura. También se muestra el resultado del posible
acoplamiento molecular entre receptor-proteina y finalmente los resultados de estimacion
para la vida media de la proteina, si el péptido es estable y su potencial como antifungico.

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025a.

El resultado del procedimiento de disefio fue la obtencién de un modelo estructural
tridimensional de la proteina terapéutica propuesta. Mediante simulaciones estructurales y
analisis de estabilidad, se confirmd que los distintos segmentos de la secuencia presentan
conformaciones estables, compatibles con una vida media estimada del péptido de
aproximadamente una a una hora y media en condiciones ambientales. La conformacion
predominante de la proteina corresponde a una estructura helicoidal, caracteristica que

favorece su capacidad de interaccion con membranas celulares.

Este tipo de estructura helicoidal es consistente con mecanismos previamente descritos para
proteinas y péptidos bioactivos, en los cuales la interaccion electrostatica inicial con
membranas cargadas negativamente facilita la insercion parcial o completa de la hélice en la
bicapa lipidica, potenciando su funcién biologica (Silva et al., 2020; Radis-Baptista, 2021;
Takahashi et al., 2024). En este contexto, la carga neta positiva de la proteina disefiada
contribuye a una interaccion favorable con membranas fingicas, reforzando su potencial

antifungico.

La integracion de este nuevo componente se realizd mediante el uso de secuencias cortas y
flexibles de aminoacidos, seleccionadas del Registry of Standard Biological Parts (1IGEM),
las cuales cumplen funciones de enlace (/inkers) y favorecen el plegamiento adecuado de
proteinas quiméricas. Estas secuencias permitieron vincular de manera estructural y
funcional los constructos originales BD # con la nueva secuencia antifiingica, denominada
LCS5, minimizando interferencias estéricas y promoviendo un plegamiento conformacional

estable (Ver Figura 36).
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Sequence KAAAKWLLKIIKCCPCC
Prediction FHHHHHHHHHHCCCCCC
Conf. Score 9189999998017899

H:Helix; S:Strand; C:Coil

@romatic amino acid
(+) amino acid
cysteine

(-) amino acid

TM-score : 0.63

Figura 36. Modelo anti-Bd. En la siguiente figura se muestra la seccion LCS5 también
disefiada a partir de la secuencia, siguiendo el procedimiento realizado para las secuencias
con efectos antimicrobianos. Cuenta con diferentes secciones en amarillo, cian, azul y azul
marino. Cada parte asegura la estabilidad del péptido y parte de la secuencia asegura la union
a membranas cargadas negativa y neutralmente (Modificada de: Ramirez-Villarreal &

Alvarez-Martinez et al., 2025.

Como resultado de esta estrategia de ensamble modular, el nuevo disefio proteico quedd

conformado por cuatro secciones funcionales principales:

1. Regiones enriquecidas en aminoacidos con carga negativa,

2. Regiones con predominio de aminoacidos cargados positivamente,

3. Dominios con aminoacidos aroméaticos implicados en interacciones hidrofobicas y de
membrana, y

4. Una cola rica en cisteinas, cuya funcion es conferir estabilidad estructural global
mediante la posible formacion de enlaces disulfuro, contribuyendo tanto a la

integridad del modulo LC5 como a la estabilidad de los dominios BD originales.
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Este modulo antifungico fue denominado LCS5, y los constructos finales resultantes de la
fusion se designaron como BD#-LCS, reflejando su naturaleza quimérica y su disefio multi-
blanco orientado a la inhibicion simultanea del patogeno fungico y de bacterias oportunistas

asociadas a estados de disbiosis (Ver Figura 37).

Antifungal sequence: LC_5 ﬁ ¢
BD_12+LC_5 fﬁﬁtri 
RWWRWWRRWWW RWWRWWRRWWWGSGGSKAAAK ' LLKITK m""’i\'" :
Aliphatic (I)
5. 3 Aliphatic (L)
Antimicrobial Flexible space Aliphatic (A)
sequence sequence Joint and stability (C y P)
Positive charge (K) =
BD 8+LC 5 z*,
= - 4 £
WRGSGGSKAAAKWLLKIIK > )

BD 9+LC 5
G1 IDGSGGSKAAAK LLKIIK

Figura 37. Construccion de una secuencia con multiples dianas moleculares. En la
siguiente figura podemos ver el esquema de construccion de las mejores secuencias que
pasaron los filtros de las pruebas anteriores (acoplamiento molecular, Antifp, CAMPr4,
ProtParam, BIOFIN y HemoPI) en conjunto con una nueva secuencia que activa un efecto
antifungico especifico para Bd en las proteinas disefiadas. La secuencia especifica anti-Bd se
muestra en la figura, sefialada en verde y cian. En la region N-terminal podemos ver la
secuencia anti-Bd con los colores naranja, rojo, azul, amarillo y gris. Estas nuevas secuencias
se han nombrado de acuerdo con el primer nombre de secuencia BD+ el numero de secuencia
+ la secuencia antifingica LC_ 5= BD#LCS, que es igual a BD12LCS, BDSLCS, BDILCS y
BD11LC5. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.
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Finalmente, una vez verificado que cada mddulo funcional de la secuencia quimérica se
encontraba correctamente integrado, se procedid a evaluar si la proteina completa presenta
afinidad por paredes y membranas celulares, las cuales, para los fines de este estudio, fueron
asumidas con carga neta negativa, en concordancia con la composicion tipica de membranas

bacterianas y fungicas.

Para este analisis se emple6 un programa de prediccion de interacciones proteina—membrana,
el cual clasifica a los péptidos o proteinas en tres categorias funcionales: BINDER, cuando
se predice una union o interaccion estable con la membrana; NON-BINDER, cuando la
secuencia carece de residuos con capacidad de interaccién; y SENSOR, cuando la proteina
no se une de manera estable, pero puede presentar interacciones transitorias o dependientes

del contexto conformacional.

Los modelos estructurales BDSLCS, BDOLCS5 y BD11LCS5 fueron sometidos a este analisis.
En los tres casos, el programa los clasific6 como BINDER, lo que indica una alta
probabilidad de interaccion directa con membranas celulares. Adicionalmente, se logrd
identificar con precision la localizacion de los residuos y motivos responsables de dicha
interaccion, observandose que cada proteina presenta multiples regiones con capacidad de

unién a membrana, resultado que coincide con el disefio multiseccional planteado (Ver

Figura 38-40).

En el constructo BD8LCS, las secuencias RRWWWRWWWRGSGG, KAAAK, LKl y la
arginina en la posicion 27 fueron predichas como regiones con afinidad por membrana. Para
la proteina BDILCS, se identific6 una regién con comportamiento tipo SENSOR en la serina
posicion 30, asi como residuos con interaccion directa en las argininas 51 y 55, ademas del
motivo estructural conformado por la prolina 61 y las cisteinas 62 y 63, las cuales mostraron

una contribucion relevante a la interaccion con la membrana (Ver Figuras 38-40).

En el caso del constructo BDI11LCS5, se identificaron multiples residuos con capacidad de
interaccion, incluyendo la asparagina en la posicion 1, el triptéfano en la posicion 25, la
cisteina en la posicion 4, el triplete de argininas en las posiciones 5, 27 y 28, asi como el

motivo estructural compuesto por la prolina 67, cisteinas 68 y 69, y la secuencia rica en
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residuos cargados y aromaticos RWWRRWWW, todos ellos clasificados como regiones de

unidon a membrana (Ver Figuras 38-40).

En conjunto, estos resultados confirman que los constructos BD-LC5 poseen multiples
dominios funcionales capaces de interactuar con membranas cargadas negativamente, lo que
respalda su disefio racional como proteinas con potencial antimicrobiano y antifungico,

capaces de actuar mediante mecanismos de interaccion directa con superficies celulares.

BDSLC5

[ Binding
Sensing
Il Non-binding or below SASA threshold

Chain sequence AAF_adj -/s/B

#n
A 1 RRWWWRWWWRGSGGS -14.02 B
A 2 RWWWRWWWRGSGGSK -14.48 B
A 3 WWWRWWWRGSGGSKA -14.78 B
Chain #n AA SASA AAF_adj  -/S/B
A 1 R 1527 -14.02 B
A 2 R 1.21 -14.25 B
A 3 w 1223 -14.43 B

Chain AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
#n R 10, ..., 20........ 30.
Sequence MRS - A I 1 ccc

Classification (if accessible) HEESBBEEBEOEGE-Bones--B8E-§-----

Figura 38. Ensayo de union a membranas (BD8LCS). La siguiente figura muestra la
prueba de uniéon a membranas, que predice las secciones de secuencia y los aminoéacidos que
se unirdn a las membranas cargadas negativamente o con carga neutra. Los resultados
mostrados son para las membranas cargadas negativamente, aunque se realizaron también
pruebas para las membranas neutras, en los dos casos se obtuvieron resultados similares. Las
secciones con union predicha se muestran en rojo tanto en el modelo de proteina como en la
secuencia. Ademads, se muestran las primeras filas de la tabla de resultados en donde se

menciona que valores de energia fueron calculados en el proceso. El umbral utilizado para
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estas pruebas fue de 0,8. En todos los casos se encontraron resultados positivos. Nota.

Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

BDYILC5
[ Binding
Sensing
-Non-binding or below SASA threshold
Chain #n sequence AAF_adj -/S/B
A 12 GGSGSGGSGLVIAFS -10.23 B
A 15 GSGGSGLVIAFSNQG -10.36 B
A 29 GSGGSGLVIAFSNQG -10.36 B
Chain #n AA SASA AAF_adi -/S/B
A ue G 0.67 -10.02 B
A u7 S 0.53 -10.6 B
A us K 0.64 —11.35 B
A u9 A 0.69 =121 B
Chain
#n A eosE 105 ssleners 205 s 30t seiniers 201 s 50 sesies 60...
Sequence GLVIAFSNQGSGGSGSGGSGLVIAFSNQGSGGSGLVIAFSNQGSGGSKAAARWL LRI Ik ccllic
Classification (if accessible) ----------------coooomoommon S B---B---- -

Figura 39. Ensayo de union a membranas (BD9LCS). La siguiente figura muestra la
prueba de unidén a membranas, que predice las secciones de secuencia y los aminoacidos que
se unirdn a las membranas cargadas negativamente o con carga neutra. Los resultados
mostrados son para las membranas cargadas negativamente, aunque se realizaron también
pruebas para las membranas neutras, en los dos casos se obtuvieron resultados similares. Las
secciones con unidn predicha se muestran en rojo tanto en el modelo de proteina como en la
secuencia. Ademads, se muestran las primeras filas de la tabla de resultados en donde se
menciona que valores de energia fueron calculados en el proceso. El umbral utilizado para
estas pruebas fue de 0,8. En todos los casos se encontraron resultados positivos. Nota.

Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.
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BD12LL.C5

[ Binding
Sensing
Bl Non-binding or below SASA threshold
Chain #n sequence MAF_adj  -/S/B
A 1 NDLCRWWRWWRRWWW -20.14 B
A 2 DLCRWWRWWRRWWWG -22.29 B
b A 3 LCRWWRUWRRWWWGS ~ -17.98 B
A u CRWWRWWRRWWWGSG -18.24 B
= Chain #n AA SASA __ AAF_adj -/S/B
A 1 N 0.88  -20.14 8
A 2 D 0.73  -21.22 8
A 3] & 0.74 -20.14 B
A 4 c 0.85  -19.66 8
Chain
#n Tioieioisinlaiors 105 cicissisiels 205t sisiale 303 s eies e isis 8070 oo eisie 502 elsre s stels [ SO
Sequence o L RN G 5 G 65 RWWR W WWWGS GG S RWWRWWRRWWWGSGGSKAAAKWL LK T TK CC
Classification (if accessible) [§--HN--EEEEEER--------- e - BBB

Figura 40. Ensayo de union a membranas (BD12LCS5). La siguiente figura muestra la
prueba de unidén a membranas, que predice las secciones de secuencia y los aminoacidos que
se unirdn a las membranas cargadas negativamente o con carga neutra. Los resultados
mostrados son para las membranas cargadas negativamente, aunque se realizaron también
pruebas para las membranas neutras, en los dos casos se obtuvieron resultados similares. Las
secciones con unidn predicha se muestran en rojo tanto en el modelo de proteina como en la
secuencia. Ademads, se muestran las primeras filas de la tabla de resultados en donde se
menciona que valores de energia fueron calculados en el proceso. El umbral utilizado para
estas pruebas fue de 0,8. En todos los casos se encontraron resultados positivos. Nota.

Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

En total, tres constructos presentaron el mejor desempefio global al superar
satisfactoriamente todos los filtros y pruebas aplicadas a lo largo del proceso de evaluacion.

Estos modelos fueron seleccionados para analizar en detalle su potencial de afinidad e
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interaccion con dianas moleculares especificas localizadas en la membrana, etapa critica para

validar su viabilidad funcional como tratamiento multi-blanco.

Para este analisis se emplearon los programas HEX (loria) y UCSF Chimera. Chimera se
utilizd principalmente para la visualizacién y andlisis espacial de las estructuras
tridimensionales, mientras que HEX loria se emple6 para realizar los ensayos de
acoplamiento molecular, cuyos célculos permiten estimar la probabilidad de interaccion entre
la proteina disefiada y las proteinas receptoras de membrana. En este contexto, las proteinas
de membrana de la superfamilia MFS provenientes de Vibrio fluvialis, Acinetobacter
baumannii, Edwardsiella tarda y Yersinia pestis fueron utilizadas como receptores, y se

evaluaron frente a los constructos BDSLCS, BDOLCS y BD12LCS5 (Ver Figura 41).

La seleccion final del candidato mas prometedor se realizd con base en los resultados del
acoplamiento molecular, considerando varios criterios fundamentales: (i) que la proteina
disenada se localizara lo mas proxima posible a la proteina diana; (ii) que dicha interaccion
ocurriera en el plano extracelular de la membrana plasmatica, condicion necesaria para la
viabilidad bioldgica del mecanismo propuesto; y (ii1) que estos atributos se cumplieran de

manera consistente en las cuatro proteinas diana, o al menos en la mayoria de ellas.

Bajo estos criterios, el modelo BDSLCS fue el que mejor se ajustd al conjunto de supuestos
planteados, mostrando interacciones favorables en tres de los cuatro blancos moleculares
evaluados, correspondientes a Acinetobacter baumannii, Edwardsiella tarda y Yersinia
pestis. No obstante, en el caso de Vibrio fluvialis, patdgeno identificado de manera recurrente
en los analisis previos, el resultado fue menos favorable, porque el acoplamiento de la
proteina disefiada se localizo predominantemente en la region inferior de la proteina diana,
correspondiente al lado intracelular de la membrana plasmatica, lo que limita su plausibilidad

funcional como sitio de interaccion efectiva (Ver Figura 41).

En conjunto, estos resultados posicionan a BDSLCS5 como el mejor candidato global dentro
del marco de este estudio, al presentar un patron de interaccion consistente y biologicamente

plausible en la mayoria de las dianas moleculares evaluadas (Ver Figura 41).
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Figura 41. Acoplamiento molecular final. La figura muestra las estructuras de cada
proteina diana presente en cada una de las bacterias patogenas en color arena. Las marcas en
color rosa indican la ubicacién de la proteina tratamiento BDSLCS, después en distintos
colores los tratamientos: BDILCS en azul y BD12LCS5 en violeta. Nota. Modificado de:
Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2026.

Asimismo, se evalud el posible acoplamiento molecular entre la proteina disefiada y el
receptor seleccionado en Bd. Los resultados del analisis de docking indican la existencia de
una interaccion estructural potencial entre ambas proteinas, con regiones especificas de
contacto claramente identificables. Las estimaciones de energia obtenidas muestran valores
negativos en parametros clave, como la energia total (E energy), la energia de solvatacion (D
energy) y la contribucion de fuerzas de Van der Waals (VDW), lo cual es indicativo de una

aproximacion favorable y estable entre las estructuras proteicas (Ver Figura 42).

Adicionalmente, se analizaron propiedades funcionales del péptido correspondiente a la
region LCS5. Las estimaciones de vida media mostraron valores variables en funcion del

contexto de evaluacion (in vivo o in vitro), aunque dentro de rangos compatibles con
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actividad bioldgica. La estabilidad global del péptido fue confirmada como adecuada para su
funcién prevista, y su potencial antifingico fue corroborado mediante el programa Antifp,

respaldando la funcionalidad del disefio propuesto (Ver Figura 42).

En conjunto, estos resultados sugieren que la proteina disefiada presenta caracteristicas
estructurales, fisicoquimicas y funcionales consistentes con un candidato terapéutico viable,
capaz de interactuar de manera especifica con su diana molecular y de ejercer actividad

antifingica potencial frente a Bd.

Proteina
disenada

RMSD VDW E energy D energy RV energy
0.7 -25.4 -232.1 -7.9 67.1

Seq Score Prediction ; icity 5 ity

Charge pl Mol wt

KAAAKWLLKIIKCCPCC 0.20525343 Antifungal -0.04 0.82 0.86 -0.24 4.00 9.23 1892.71

Figura 42. Modelo anti-Bd. En la siguiente figura muestra la seccion LC5 en estructura,
cada color (naranja, amarillo, verde y azul) representa una caracteristica especifica de los
aminoacidos presentes. TM-score: valor de calidad en la resolucion del plegamiento de la

estructura. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025.

Con el fin de ilustrar el mecanismo de accion potencial de las proteinas terapéuticas disefiadas
in silico, este proyecto plante6 un modelo conceptual que pudiera ser posteriormente
contrastado mediante ensayos in vitro. Bajo este marco, se espera que la proteina disefiada

exhiba la actividad funcional prevista, comenzando con una interaccion inicial con la pared
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celular del hongo Bd, seguida de una accién directa a nivel de la membrana plasmatica, tanto
del patogeno fungico como de las bacterias oportunistas asociadas (Ver Figura 42, Tabla

anexa color gris).

La hipotesis funcional plantea que la interaccion especifica entre la proteina terapéutica y las
dianas moleculares seleccionadas conduciria a la truncacion o inhibicion de la actividad
normal de dichas proteinas receptoras. Esta inferencia se sustenta en el hecho de que, durante
la seleccion de los blancos moleculares, se consideraron explicitamente aspectos clave de su
mecanismo de accion, activacion y funcion fisiologica, lo que permite anticipar las

consecuencias funcionales de una interferencia estructural.

En el caso particular del hongo Bd, la proteina seleccionada como diana corresponde a un
antiportador de sodio/protones (Na*/H"), cuya funcion principal es mantener el equilibrio
osmoatico celular, un proceso critico que permite al patdogeno adaptarse y sobrevivir tanto en
ambientes acuaticos como terrestres (Clemons et al., 2023). La correcta actividad de este
transportador depende de cambios conformacionales dinamicos, en los cuales determinadas
hélices transmembrana rotan o se desplazan hacia arriba o hacia abajo en funcion del estado

abierto o cerrado del canal.

La union de una proteina exdgena disefiada racionalmente a regiones estratégicas de estas
hélices podria restringir o bloquear dichos movimientos conformacionales, impidiendo la
transicion funcional del transportador y, en consecuencia, interrumpiendo el mantenimiento
del gradiente i6nico necesario para la homeostasis celular. De esta manera, incluso una
interaccion parcial o estéricamente desfavorable puede ser suficiente para comprometer la

funcion del antiportador.

Este tipo de transportadores resulta particularmente relevante en el contexto de la
patogenicidad de Bd, su capacidad para regular el balance osmotico contribuye directamente
a su versatilidad ecoldgica y a su eficiencia infectiva en distintos ambientes, caracteristica
que incrementa su peligrosidad como patéogeno emergente. En conjunto, el mecanismo

propuesto respalda el disefo racional de la proteina terapéutica como un agente capaz de
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interferir con procesos celulares esenciales, tanto en el hongo quitrido Bd como en bacterias

patdgenas asociadas.

Las interacciones electrostaticas y la insercion de hélices proteicas en la membrana
plasmatica constituyen elementos centrales del mecanismo de accion esperado para la
proteina terapéutica disefiada. Las cargas presentes tanto en la superficie de la membrana
como en la proteina generan fuerzas de atraccion electrostatica que, aunque de naturaleza
relativamente débil, son suficientes para facilitar el acercamiento inicial y permitir eventos
posteriores de interaccion mas especificos. Este fendmeno ha sido ampliamente
documentado en la literatura, particularmente en proteinas y toxinas con actividad sobre
membranas, las cuales suelen presentar estructuras dominadas por hélices a o arreglos tipo
barril o, configuraciones que favorecen la insercion y estabilizacion dentro del entorno

lipidico (Kini y Koh, 2020).

Si bien los determinantes exactos que permiten la insercion eficiente de proteinas en la
membrana atin no se comprenden por completo, diversos estudios han identificado a ciertos
aminoacidos como elementos clave en este proceso. Entre ellos destacan la arginina y el
triptofano, cuyos grupos funcionales favorecen interacciones tanto electrostaticas como
hidrofobicas con los fosfolipidos de la membrana. Estos residuos fueron incorporados
deliberadamente en el disefio de la proteina terapéutica con el objetivo de potenciar su
afinidad por superficies cargadas negativamente y facilitar su insercidon parcial o transitoria

en la membrana plasmatica (Ver Figura 43).

En el caso de las bacterias patogenas, las proteinas de la superfamilia Major Facilitator
(MFS) cumplen funciones esenciales en el transporte de solutos, nutrientes y en el
intercambio 16nico necesario para el mantenimiento del pH intracelular. A diferencia del
antiportador Na*/H* seleccionado en Bd, estas proteinas presentan un mecanismo de accioén
caracterizado por un movimiento de apertura y cierre similar al de un canal, dependiente de
cambios conformacionales coordinados, aunque sin rotaciones helicoidales pronunciadas.

Este comportamiento dinamico hace que las regiones extracelulares y las cavidades
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superficiales de las proteinas MFS sean particularmente sensibles a interferencias

estructurales (Ver Figura 43).

Con base en ello, el disefio terapéutico se oriento a identificar y explotar cavidades accesibles
en la superficie extracelular de las proteinas MFS, las cuales contienen aminoacidos con
propiedades fisicoquimicas compatibles con interacciones especificas con los residuos
presentes en la proteina disefiada. La unidon de una proteina exdgena a estas regiones puede
interferir con la dindmica conformacional necesaria para el funcionamiento normal del

transportador, alterando asi su actividad fisiologica (Quistgaard et al., 2016).

Cabe destacar que, en numerosas bacterias, los transportadores MFS también funcionan
como bombas de eflujo, participando activamente en la expulsion de farmacos y
contribuyendo al desarrollo de resistencia antimicrobiana (K. Redhu et al., 2016). La
literatura cientifica ha demostrado que la interaccion de proteinas no especificas con estos
canales dependientes de conformacion puede modificar sus estados de apertura o cierre,

afectando directamente su funcionalidad (Hodi et al., 2010).

En conjunto, la funcién esperada de la proteina disenada in silico es truncar o interferir la
actividad de estas proteinas de membrana, lo que podria generar efectos celulares inmediatos,
tales como la alteracion del equilibrio osmotico, la incapacidad de regular el pH intracelular,
la disminucion en la captacion de solutos y nutrientes esenciales y, de manera critica, la
inhibicién de los mecanismos de eflujo, favoreciendo la acumulacion intracelular de
antibidticos o compuestos terapéuticos. Este mecanismo integrado sustenta el enfoque multi-
blanco propuesto y refuerza el potencial del disefio como estrategia terapéutica innovadora

frente a Bd y bacterias oportunistas asociadas (Ver Figura 43).
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Figura 43. Mecanismo de accion de la proteina tratamiento. El mecanismo de accion se
basa en la interaccion quimica y fisica que pueda haber entre los aminoacidos del receptor y
del ligando. Ademas de las posibles interacciones en secciones tipo “pocket” o cavidades,
que presentan las propiedades fisicoquimicas ideales para ser blancos de unidn para proteinas
diversas. Al final, la union de la proteina, en una concentracion especifica, puede generar una
mala funcion o truncar la funcion correcta de los receptores y canales. Esto puede inducir un
desbalance osmético en las células. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-

Martinez et al., 2026.
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DISCUSION

Los trabajos en los que se estudia la microbiota de las salamandras son numerosos; sin
embargo, los trabajos que hacen una deteccion de la infeccion son escasos. Es debido a esta
razén por la que se encontré un nimero de articulos limitados con esta informacién. Aun
con esta limitante en el estudio se logro identificar a diferentes bacterias con posibilidad de

ser patdgenas para todos los animales de la base de datos generada.

Las bacterias diferenciales entre los animales infectados y no infectados por Bd, son distintas
incluso para cada especie de salamandra y podrian estar involucrados aspectos como la carga
de Bd en la piel (Bletz et al., 2018). Ademas, se encontraron proporciones similares de
Proteobacterias, Bacteroidetes, Actinobacterias y Firmicutes que fueron identificadas en
salamandras sanas del género Salamandra salamandra las cuales también fueron
identificadas durante este estudio para las salamandras FEurycea, Notophthalmus 'y

Desmognathus (Bletz et al., 2018).

La comparacion de los resultados incluso de los de LEfSe, muestra que las diferencias de
microbiota entre animales sanos e infectados por Bd también estan presentes entre especies
de salamandras y entre cepas del hongo quitrido (Bletz ef al., 2018). No se encontraron
diferencias significativas en las abundancias ni en los indices de diversidad, lo que también
coincide con otros estudios, en los que se ha informado que posiblemente la infeccion por Bd

no altera ninguno de estos aspectos en salamandras (Bletz et al., 2018).

Es probable que las salamandras en general mantengan un control menos riguroso en las
poblaciones de microorganismos presentes en su piel, debido a que pueden producir una
menor cantidad de mucosidad con respecto a algunos anuros. El mantener a las comunidades
beneficiosas para la piel podria requerir un elevado costo de mantenimiento (Bletz et al.,
2018). Otra posibilidad, es que podrian utilizar esos recursos, para inducir la colonizacion de
microorganismos que ayuden a su adaptacion a la contaminacion del medio ambiente; que se
ha visto en ranas, las cuales adquieren poblaciones de microorganismos que son capaces de

impedir/reducir la permeabilidad de su piel al arsénico, lo que favorece la adaptacion de las
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ranas a este contaminante y es probable que algunos de estos microorganismos se encuentren

en la lista de bacterias oportunistas (Cordeiro ef al., 2024).

En este capitulo -el nimero tres de esta tesis- se encontraron cambios en la composicion de
la microbiota de los animales con infeccién y sin infeccion. La mayoria de las bacterias
encontradas como diferenciales entre condiciones estdn relacionadas con infecciones
emergentes y oportunistas en ranas, como es el caso de Klebsiella y Elizabethkingia, aunque
en este caso el programa no pudo identificar la especie, estos géneros son clasificados como
resistentes a antibioticos (Li et al., 2023). Hay estudios que demuestran que ciertas bacterias
comensales y patégenas como Escherichia coli o Pseudomona aeruginosa, pueden promover
la regeneracion o la cicatrizacion de heridas por la produccion de ciertos lipopolisacaridos,
estos procesos han sido estudiados en Xenopus (Chapman et al., 2024). Lo cual podria
explicar su presencia en algunas de las muestras aqui analizadas.

Los componentes bacterianos presentes en la piel de las salamandras son dependientes en
gran manera de las bacterias que se encuentran en el medio en donde habitan. Las condiciones
ambientales favorables en el medio donde las salamandras se desenvuelven promueven la
presencia de ciertos microorganismos que son beneficiosos para la proteccion del hospedero
ante patogenos; por lo tanto, el microbioma de la piel de estos animales depende mucho de
factores externos que podrian explicar las diferencias de microbiota vistas (Zhu et al., 2022;

Zhang et al., 2024; Chew et al., 2024).

Al igual que en el caso de las ranas que no presentan infeccion por Bd, pudimos encontrar
altas abundancias del phylum Proteobacteria (48%) en animales sanos y de Actinobacteria,
sin embargo, para el caso de Firmicutes, se encontrd una menor proporcion en este estudio
(Mutnale et al., 2021). En el mismo sentido, la identificacion de Acinetobacter en las
salamandras con infeccién por Bd, coincide con resultados de la rana Hoplobatrachus
rugulosus, la cual presenta esta bacteria cuando en la piel presenta ulceras o heridas
profundas, lo que podria coincidir con el dafio que provoca el hongo quitrido en la piel (Hu

etal., 2022).
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Muchos de los patdgenos identificados en las listas de microorganismos como el caso del
género Yersinia, hay registros que el nivel de patogenicidad que pueda tener esta bacteria
esta conferido por su capacidad de capturar hierro; lo que podria responder a la pregunta, del
porqué, aunque los patdgenos estan presentes en la piel no producen enfermedad en el
hospedero. Asi como esa clase de eventos puede influir, también han de existir muchos mas
factores involucrados que atun se desconocen (Carniel, 2001; Zhang et al., 2024; Chew et al.,

2024).

Los resultados en este estudio no estan alejados de la realidad vista en otros estudios de
microbiota. Al analizar microbiota de pacientes que presentan una condicion de salud
distinta, se han encontrado semejanzas en las abundancias relativas a nivel de Familia y
género, asi como en este proyecto (Joseph Madison et al., 2025; Salazar et al., 2025; Jiménez
et al.,2019). En este trabajo se encontraron en el analisis de componentes bacterianos a nivel
de género, bacterias que han sido catalogadas como abundantes en la microbiota cutanea de
anfibios; también, algunos otros géneros que han sido identificados en la literatura con
funciones de defensa inmunoldgica en estos animales debido a la produccion de
antimicrobianos y antifungicos. La proteccion ante patdogenos fungicos y otras funciones de
relevancia como la tolerancia a distintas concentraciones salinas y la tolerancia a exposicion
de compuestos orgéanicos, debido a su degradacion por ciertos géneros de bacterias presentes
en nuestras muestras también ha sido descrito en literatura reciente (Joseph Madison et al.,

2025; Salazar et al., 2025; Jiménez et al., 2019).

Otros aspectos como los indices alfa y beta en la microbiota, se ha visto que, al comprarlos
entre pacientes sanos y enfermos en muchas de las ocasiones, no hay diferencias
significativas entre los grupos. Esto se ha observado en enfermedades presentes en humanos,
tales como enfermedades neurologicas, metabdlicas y autoinmunes, incluso ya ha sido
ampliamente descrito en enfermedades como la obesidad y la depresion (Gupta et al., 2020;
Lietal., 2022; Ma et al., 2019; Plassais ef al., 2021; Sze & Schloss, 2016; Kers & Saccenti,

2022). Por lo que los resultados aqui expuestos concuerdan con lo que ya ha sido estudiado
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e incluso presentan caracteristicas semejantes (Gupta et al., 2020; Li et al., 2022; Ma et al.,

2019; Plassais et al., 2021; Sze & Schloss, 2016; Kers & Saccenti, 2022).

Cuando se realizaron los andlisis ANCOM vy Lefse, procurando identificar bacterias
marcadoras de la infeccion por Bd; se encontraron bacterias que han sido ampliamente
aisladas del suelo, el agua, sedimentos lacustres, incluso hasta bacterias simbiontes. Algunas
otras de las bacterias encontradas, han sido identificadas en la superficie de insectos,
lombrices, algunas otras de ellas son patogenos de plantas o, por el contrario, presentan
funciones probidticas en plantas (Yang et al., 2022; Jiang et al., 2025; Ringe, 2024; Leisner
et al., 2007; Lin et al., 2019; Dosi et al., 2024; Kosiorek et al., 2024; Tomic-Canic et al.,
2020; Hrestak et al., 2022; De Wert et al., 2020; Byrd et al., 2018).

En cuanto a familias y géneros especificos identificados en este proyecto, se pudo obtener
para el caso de las salamandras negativas al hongo Bd, a Elizabethkingia, que presenta una
funcién doble, dependiendo la condicion en la que sea encontrada; por ejemplo, se ha visto
que una alta abundancia de este género en la microbiota de ranas que han sido consideradas
como resistentes a Bd, como Lithobates catesbeianus (rana toro) con infecciones cutaneas,
lo que podria sugerir que este género bacteriano podria tener una funcion relevante en la
resistencia a infecciones cutaneas como Bd. Aunque, en el caso de humanos este género esta
catalogado como patogeno oportunista (Yang et al., 2022; Jiang et al., 2025; Ringe, 2024;
Leisner et al., 2007; Lin et al., 2019; Dosi et al., 2024; Kosiorek et al., 2024; Tomic-Canic
et al., 2020; Hrestak et al., 2022; De Wert et al., 2020; Byrd et al., 2018).

Se observo que cuando se trata de animales positivos a la infeccion por Bd, hay familias como
la Microbacteraceae que ha sido identificada en perros con sarna. Ademas de observar en
animales detectados con Bd, la presencia de varios géneros relacionados a infecciones,
patdgenos oportunistas o comensales tales como: Aureimonas'y Lautropia (Yang et al., 2022;
Jiang et al., 2025; Ringe, 2024; Leisner et al., 2007; Lin et al., 2019; Dosi et al., 2024;
Kosiorek et al., 2024; Tomic-Canic et al., 2020; Hrestak et al., 2022; De Wert et al., 2020;
Byrd et al., 2018).
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En este capitulo I, también se identificaron ciertas diferencias estructurales en las redes
inferidas para el caso de las salamandras con infeccion y sin infeccion por Bd. En cuanto a
las redes generales inferidas por condicion, podemos ver las diferencias en las proporciones
de Proteobacterias, Bacteroidota, Actinobacteriota y las diferencias que hay en la presencia
de Firmicutes. Ambas estructuras presentan la formacion de clusteres, que, aunque son de
cantidad variable en cuanto a la condicion, conservan las mismas propiedades en cuanto a las
métricas de centralidad (intermediacidon, cercania, coeficiente de clusterizacion,
excentricidad y la conectividad que tienen los vecinos entre si), en todos estos aspectos no se
observaron cambios importantes. Incluso son muy parecidos en cuanto a los rangos de
correlacion y su fuerza (de 1 a 0.8). Lo que nos quiere decir es que cada uno de los clusteres
formados tiene buena conectividad entre si y posiblemente las funciones que requieren se
encuentran en nodos dentro del mismo cluster, por lo tanto, no es necesaria una amplia
conectividad al exterior de cada cluster. También indica que no hay como tal nodos hubs que
sean de suma relevancia para mantener la funcionalidad o flujo de la informacién dentro de
las estructuras. Las estructuras de cada red también difieren en cuanto a su composicion, lo

cual se pudo observar en los diagramas de Venn entre condiciones.

La modularidad aqui calculada es una medida que nos ayuda a cuantificar y evaluar la fuerza
de la estructura de las comunidades, comparando la densidad de las conexiones dentro de
cada mddulo o comunidad de microorganismos. Se compararon las estructuras por condicion
y por género de salamandra, encontrando que la distribucion, tamafio y composicion de cada

modulo son distintos entre especies de salamandras y entre condiciones de infeccion.

En cuanto a los valores de modularidad, son muy semejantes entre condiciones, no tienen
tendencia a grandes variaciones; sin embargo, para el caso de Eurycea en la condicion con
Bd, se pudo observar un valor de 0 para la modularidad de la red, lo que nos dice que las
comunidades bacterianas presentes no tienen una estructura comunitaria definida y que estan
distribuidas de manera uniforme o aleatoria y podria dar en consecuencia a una estructura
comunitaria débil ante perturbaciones externas, como es el caso de la infeccién por Bd, asi

mismo, Bd podria estar causando esta perturbacion, pero, solamente aplicaria para este tipo
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de salamandra en especifico. No hay evidencias de especializacion funcional, debido a que
no se encontraron valores de modularidad de 1, por lo que no hay médulos que realicen
procesos especificos. Las demas redes presentaron una fuerte estructura comunitaria por
tener valores mayores a 0.5. No se encontraron conexiones entre los mddulos, lo que puede

sugerir que no hay un flujo de informacion y nutrientes entre los grupos.

La modularidad también ha sido estudiada en otros contextos de comparacion entre salud y
enfermedad, encontrando que, en casos con pacientes o animales sanos; es mas probable
encontrar redes con una alta modularidad y que ésta caracteristica puede tiende a ser sensible
y reducirse con la presencia de patdégenos como hongos o también por la presencia de
enfermedades intestinales. Cuando existe una enfermedad o infeccidn, los modulos tienen la
tendencia a distorsionarse como se observo también en nuestros resultados (Belheouane et
al., 2020; Matchado et al., 2021; Kajihara & Hynson, 2024; Baldassano & Bassett, 2016; Fu
et al.,2025).

Cuando se realiza una comparacion de componentes bacterianos presentes en modulos
semejantes, es decir, modulos que fueron calculados en un mismo grupo (modulo), pero que
son redes que pertenecen a una diferente condicion (-/+); en teoria deberian ser los mismos
componentes, en los mismos identificadores por color de cada modulo; sin embargo, se ha
visto que los componentes compartidos entre cada grupo de condicion tienen la tendencia a
disminuir cuando se presentan infecciones o enfermedades; asi como se observo también en
nuestros resultados (Einarsson ef al., 2019; Ellis et al., 2013; Ma et al., 2019; Yang et al.,
2020; Lloyd-Price et al., 2016).

También se encontré que hay una mayor cantidad de correlaciones positivas en las
salamandras sin infeccion por Bd, lo que podria hablarnos de que este tipo de redes pueden
ser mas susceptibles a las perturbaciones externas. En cambio, en la red de los animales
positivos a Bd, se encontré una menor cantidad de correlaciones positivas, esto podria
deberse a la infeccion por Bd, la cual genera cambios importantes en la estructura de la

microbiota y podria estar favoreciendo las correlaciones negativas.
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Las redes core inferidas mediante el método de Corduneanu et al., 2023, construidas para
cada condicidon mostraron diferencias en el nimero de componentes bacterianos presentes;
hay una mayor cantidad de componentes en los animales sin Bd que en los animales que
presentan la infeccion. Lo que nos habla de que la infeccion si pudiera estar disminuyendo la
presencia de microorganismos que son de importancia para la salud de las salamandras. La
infeccion también podria estar afectando la fuerza de correlacion de los componentes de la
red core de los animales con la infeccion por Bd. Debido a que no se encontrd el mismo
nimero de conexiones ni la misma fuerza. Asi mismo hay 5 nodos clave en la red core de los
animales infectados, son aquellos que llevan el flujo de informacion en toda la red debido a
que tienen el mayor numero de conexiones, en el caso de la red core de animales no
infectados, podemos observar que hay homogeneidad en el nimero de conexiones de todos

los nodos.

Algunos de los géneros obtenidos en la red core de animales positivos a la infeccion por Bd
como Clostridium, Robinsoniella, Gordonibacter, Chitinovorax y Vampirovibrio han sido
identificados en la literatura como patogenos en distintos animales e incluso pueden ser
géneros involucrados en infecciones presentes en humanos (Wei et al., 2023; Bach et al.,
2021; Einarsson et al., 2019; Wu et al., 2024; Li et al., 2013; Moroni et al., 2025; Geese et
al., 2025; Baldassano & Bassett, 2016). Sobre todo, mencionar el caso especifico del
patdégeno encontrado en este estudio: Candidatus amphibiichlamydia, que es un patdogeno
que ha sido reportado en estudios recientes en anfibios, la cual ha sido catalogada como
bacteria indicadora de salud en estos animales. Por lo tanto, su presencia en animales con
infeccion detectada puede sugerir una sinergia entre microorganismos patdgenos; o la
reestructuracion de la microbiota causada por un patéogeno que ya colonizé el medio (Wei et
al., 2023; Bach et al., 2021; Einarsson et al., 2019; Wu et al., 2024; Li et al., 2013; Moroni
et al., 2025; Geese et al., 2025; Baldassano & Bassett, 2016).

Estos resultados también concuerdan con estudios recientes, en donde se ha demostrado que

la arquitectura funcional en animales o pacientes sanos es por lo regular mas equilibrada y
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fuerte (nimero de conexiones equitativo, conexiones con correlaciones altas); también se ha
visto que los componentes pueden variar en salud y enfermedad, por lo regular se ha
identificado una disminucién de componentes bacterianos en animales o pacientes enfermos
y sus redes bioldgicas o abundancias relativas suelen contener patogenos, oportunistas y/o
bacterias comensales (Wei et al., 2023; Bach et al., 2021; Einarsson et al., 2019; Wu et al.,
2024; Liet al., 2013; Moroni et al., 2025; Geese et al., 2025; Baldassano & Bassett, 2016).

En cuanto a la robustez que presentan las redes, se hizo una comparacion por condicion y por
especie de salamandra, para ver si se encontraron diferencias significativas. El analisis
realizado entre animales susceptibles y tolerantes a la infeccién por Bd o Bsal, como se
menciond en los antecedentes, es notorio para la mayoria de los métodos de remocion de
individuos (nodos) en la red. Los animales susceptibles tienen la tendencia de perder mas
rapido una mayor proporcion de conectividad en toda la red y son susceptibles a perder nodos
clave o centrales, que son aquellos que estan comunicando a toda la red de microorganismos
desde puntos centrales de la misma hasta la periferia. Esta comunicacion permite llevar
informacion, nutrientes, entre otras moléculas a toda la red para mantener su estructura y, en
términos fisiologicos, mantener un estado saludable tanto en la piel del animal como entre
las bacterias presentes, porque no habra escasez de nutrientes, entre otros aspectos. Ademas
se ha vuelto la red susceptible a perder nodos con un alto nimero de conexiones (degree),
que son aquellos nodos que también estan manteniendo una estructura importante en la red,
mantener la comunicacion de extremo a extremo de la misma y por lo general son integrantes
importantes debido a que podrian estar cumpliendo funciones elementales que quizé algunos
otros integrantes no tienen, por lo tanto mantener esas conexiones asegura la sobrevivencia
de otros miembros dentro de la red en general o dentro de clasteres (pequefias comunidades

muy conectadas entre si).

Finalmente, podrian ser mas vulnerables a perder estas comunidades altamente conectadas
entre si; debido a que también se observd un alto porcentaje en la pérdida de conectividad
total de la red para el método en cascada. Este método elimina un nodo y todos aquellos que

estén conectados a ese mismo nodo. Por lo tanto, nodos o bacterias que podrian estar
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formando clusteres desaparecerian con este método de remocion, lo cual, para los animales
susceptibles, representaria un gran problema por su alto indice de modularidad visto (0.8).
Con los resultados obtenidos se podria sugerir que los animales que presentan tolerancia a la
infeccion por Bd o Bsal, presentan una mayor robustez en la red de microorganismos de su
piel sin importar si la infeccion estd presente o no en su piel. Ademas, esta resiliencia en la
red de bacterias es independiente de la especie de salamandra, porque también se observé en
la comparaciéon de especies tolerantes, que se mantuvo una pérdida de conectividad
aproximada del 75% para ambas salamandras Eurycea y Desmognathus. Algo que no se

observo para el caso de los animales susceptibles, aunque presenten o no la infeccion.

En muchos otros casos de estudio sobre grupos sanos y enfermos, se ha trabajado con redes,
se han analizado parametros similares a los que en este proyecto se han medido y al igual que
en este estudio, se han encontrado diferencias importantes en el arreglo estructural de las
comunidades bacterianas, también se han encontrado diferencias en términos de resistencia
y robustez entre las dos categorias de salud (Ruan et al., 2015; Masoomy et al., 2021).
Ademas de que se han logrado encontrar marcadores bacterianos que definen diferencias
entre una microbiota residente sana y una microbiota con disbiosis en hospederos enfermos

(Zickenrott et al., 2016; Masoomy et al., 2021).

En cuanto al estudio de la vulnerabilidad estructural, los resultados obtenidos también
presentan semejanzas con otros estudios recientes, como, por ejemplo, hace poco se observo
en experimentos con ratones a los cuales les fue inducido algin tipo de cadncer, como es que
su microbiota cambid en presencia de la enfermedad y perdi6 robustez, volviéndose la
estructura de sus comunidades bacterianas, mas vulnerables a factores externos como
medicamentos y cambios fisicos como pH o temperatura. Estas caracteristicas también han
sido vistas en otros modelos de estudio del microbioma como garrapatas infectadas con algun
patogeno y en enfermedades intestinales inflamatorias (Abuin-Denis et al., 2024; Wu-
Chuang et al., 2024; Roéttjers & Faust, 2018; Xiao et al., 2022; Maitre et al., 2023; Geese et
al., 2025).
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Las categorias de salud pueden mostrar todas las diferencias posibles entre si: composicion,
estructura, robustez o modularidad (Baldassano & Bassett, 2016). Pero, también se ha visto,
que pueden presentar solo algunas diferencias puntuales, en alguna o algunas de las
caracteristicas mencionadas (Baldassano & Bassett, 2016). Este es un aspecto que aun

requiere seguir siendo investigado.

Cada uno de los animales presentd un numero diferente de bacterias patégenas identificadas
en su piel, incluso entre animales de la misma especie se encontr6 una composicion
bacteriana diferente. Algunas de estas diferencias podrian deberse a la contaminacion de
diversas fuentes que podria ocurrir durante las distintas etapas del muestreo; también a las
diferencias en la contaminacion del habitat de estas salamandras y a si su etapa final de
desarrollo es acudtica o terrestre. También depende de cuanta urbanizacion haya dentro de
las localidades de muestreo, estos son el tipo de pardmetros que no se pudieron controlar en

este analisis.

Algunas de las bacterias que fueron identificadas en la piel de los animales estudiados, han
sido reportadas como parte de la microbiota ambiental (Vaelli et al., 2020; Jost et al., 2025).
Estas bacterias podrian estar asociadas a un comportamiento “oportunista” para adaptarse y
colonizar superficies altamente expuestas al ambiente como las salamandras. La presencia
de bacterias oportunistas encontradas en este estudio y que, se ha identificado en la literatura,
estan presentes en el ambiente (Sanchez et al., 2017). Hay algunas salamandras que tienden
a seleccionar y permitir la colonizacion de microorganismos que no son abundantes en el
ambiente en el que viven. A veces estos sirven como primera barrera de defensa ayudando
con la produccion de toxinas (Vaelli et al., 2020; Jost et al., 2025). Es probable que en el
caso de la salamandra N. viridescens, la presencia de ciertos patdgenos oportunistas se deba

a esta causa (Walke et al., 2014).

Hasta la fecha, se ha visto que los tratamientos antibioticos aplicados a los anfibios enfermos
de Bd inducen cambios importantes en la microbiota intestinal de los animales.
Sorprendentemente, no alteran totalmente la diversidad de microorganismos presentes en la

piel. Estas variaciones demuestran que algunos tratamientos deben evaluarse en términos de
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sus beneficios terapéuticos con respecto a los efectos secundarios que pueden causar (Long
et al.,2024). Los tratamientos con antibidticos pueden ser capaces de permitir la transmision
de genes de resistencia, provocando un mayor estado de disbiosis y deterioro de los
microorganismos probidticos presentes (Lin et al., 2022; Sinha et al., 2021; Uddin et al.,
2021). Pero aun no se han visto o estudiado estos efectos para el caso de proteinas de
tratamiento disefiadas. Por lo que podrian ser una gran alternativa para el tratamiento de

cualquier tipo de infeccion.

Se ha estudiado que la disbiosis en la microbiota intestinal esta relacionada con la ruptura de
sinergias entre microorganismos, lo que puede iniciar o empeorar enfermedades en los
animales (Long et al., 2024). También se ha visto que, dentro de la disbiosis microbiana
intestinal de los anfibios, existen algunos géneros bacterianos patdgenos como Aeromonas 'y
Plesiomonas que se relacionan con el aumento de lesiones e inflamacion en animales como

Xenopus laevis.

En humanos con presencia de colitis ulcerosa, se ha visto que la microbiota puede ser capaz
de mejorar o puede empeorar la enfermedad y en consecuencia, aumentar el dafio a la mucosa
intestinal (Long et al., 2024; Li et al., 2022). El aumento o la presencia de algunos géneros
de patogenos en la microbiota puede aumentar el impacto de una enfermedad inicial. Sin
embargo, estos estudios no se han realizado sobre el Bd y la presencia-impacto de bacterias
oportunistas durante la infeccion, pero se sabe que el tratamiento de las enfermedades
intestinales con antibioticos es capaz de alterar la microbiota cutanea (Becker et al., 2021;
Sinha et al., 2021). También puede aumentar la susceptibilidad de los animales a las

infecciones (Long et al., 2024).

Ademas, recientemente se han probado terapias, como las terapias de calor en especies de
anuros, lo que se ha estudiado que tiene efectos beneficiosos en las ranas que presentan
infeccion, disminuyendo la carga de Bd 'y por lo tanto, disminuyendo los efectos adversos de
la infeccion. Pero, este tipo de tratamiento no puede aplicarse a animales como las
salamandras, que son mucho menos tolerantes a los cambios de temperatura (Spotila, 1972;
Catenazzi, 2016; Markle & Kozak, 2018; Zhai et al., 2025). Con el paso del tiempo, han

surgido nuevos estudios en ranas tratadas con esta terapia, en los que se demuestra que la
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disminucion de carga fingica no es permanente y vuelve a incrementar después de un par de

meses (Kasler ef al., 2022; Holmes et al., 2024).

Por lo tanto, contar con alternativas de tratamiento es importante, incluyendo la busqueda,
desarrollo y mejora de antimicrobianos por disefio, reduce los impactos no deseados del
tratamiento, por lo que durante su construccion se trata de evitar y tener en cuenta cada
aspecto. La presencia de algunos patdogenos oportunistas, como el género Acinetobacter en
ranas como Paa spinosa, aumenta su susceptibilidad a enfermedades causadas por patogenos
(Xiang et al., 2018). También hay pruebas de que los animales con una microbiota mas alta
compuesta por microorganismos oportunistas tienen un mayor riesgo de infecciones (Xiang
et al., 2018). Con esta parte del proyecto se propuso a una proteina capaz de inducir la
reestructuracion de las comunidades bacterianas en la piel, para que, posteriormente, las otras
secciones de la proteina con efectos antifungicos, puedan surtir efecto; este tipo de abordaje
no se habia realizado, pero si se habia propuesto y probado con cepas genéticamente
modificadas de Serratia marcescens y el compuesto que produce prodigiosina, mostrd
diferencias en la mortalidad del huésped ante la infeccion por Bd, debido a la reestructuracion

de la microbiota (Madison ef al., 2019).

Al igual que los resultados de este trabajo, también se han encontrado patdgenos oportunistas
en animales sanos (Ruengsomwong et al., 2016), ratones (Zhang et al., 2010). Por lo que no
es extrafio pensar que la presencia en bajas proporciones de microorganismos oportunistas
no causa dafio a los animales, porque se ha visto que mantienen un estado "saludable" o en
equilibrio (Xiang et al., 2018). Aunque el efecto sinérgico podria ser dependiente de las
proporciones presentes en el microbiota, en algunos casos es suficiente con la presencia de
ciertos géneros que por si solos son capaces de inducir un efecto negativo en cascada
(Salvatore et al., 2022; Gibson et al., 2021). Muchas de las bacterias que se clasifican como
patdgenos oportunistas, comensales o patdgenos facultativos, en condiciones normales no
son capaces de causar infecciones; sin embargo, son capaces de enfermar al huésped cuando

el microambiente en los tejidos es adecuado para su desarrollo (Dey & Ray Chaudhuri, 2023).

Se ha estudiado que hay microorganismos que pueden favorecer la colonizacion y el

desarrollo de patdgenos (Fast et al. 2018; Dey y Ray Chaudhuri, 2023). Un ejemplo de ello
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son las bacterias del género Lactobacillus, que se asocian regularmente a la salud intestinal
y que, de hecho, forman parte de diferentes productos del mercado (Sherid et al. 2016; Dey
y Ray Chaudhuri, 2023). Sin embargo, estas mismas bacterias también son capaces de
generar bacteriemia en pacientes con abscesos hepaticos y que tienen una infeccion por
Clostridium difficile y se recomienda la suplementacion con Lactobacillus (Sherid et al.
2016; Dey y Ray Chaudhuri, 2023). La alta abundancia de esta bacteria también se ha

asociado con pacientes con cancer gastrico (Dey y Ray Chaudhuri, 2023).

Uno de los mecanismos que se ha estudiado hasta el momento es que el género Lactobacillus
puede aumentar su crecimiento gastrointestinal debido a su tolerancia a ambientes con pH
acido, por lo que los pacientes que tengan problemas con las bombas de regulacion del pH
en el tejido gastrico seran propensos a infecciones por esta bacteria (Shin et al. 2016; Dey y
Ray Chaudhuri, 2023). Se necesitan mas estudios sobre la microbiota y sus interacciones en
la piel de los anfibios, porque hasta ahora solo es posible hacer suposiciones sobre su

comportamiento en estos animales y en animales enfermos de Bd.

La ausencia de enfermedades gastrointestinales se asocia con una buena alimentacion, el
control del estrés y la no exposicion a productos quimicos como los antibidticos (Dey y Ray
Chaudhuri, 2023); en el caso de los anfibios, la mala alimentacion, la contaminacion de los
cuerpos de agua y del suelo, el estrés continuo causado por estos contaminantes y el continuo
calentamiento del planeta y posiblemente la mala alimentacion, debido a que las fuentes de
alimento de estos animales también pueden disminuir su cantidad o su calidad debido a los
factores antes mencionados, es por eso que es probable que muchas de las bacterias
oportunistas en la piel de los anfibios puedan causar infeccion en sinergia con Bd, pero se

requieren mas estudios al respecto.

El objetivo de crear tratamientos por métodos informaticos busca restablecer el equilibrio en
la microbiota de los animales enfermos, debido a que la infeccion induce disbiosis y se ha
perdido gran parte de las bacterias encargadas de mantener la salud y el sistema inmunitario
(Assis et al., 2023). Por lo que un tratamiento con multiples dianas podria abordar esta

problemadtica, ademas de brindar un camino de acciéon para la generacion de otros
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tratamientos en otras infecciones fungicas, que actualmente van en aumento (Schilliger et al.,

2023).

En los capitulos Il y III de este proyecto, se pudo obtener un disefio completo de una proteina
con el potencial de mitigar el Bd y otros microorganismos patdgenos que posiblemente
podrian generar asociaciones sinérgicas con la infeccion. Esto se logré mediante la unioén de
varias secuencias disefiadas especificamente para cumplir ciertas funciones dentro de un

mismo disefio.

En la actualidad, se han utilizado métodos in silico para desarrollar péptidos y proteinas con
funcién antimicrobiana, y en muchos casos se ha podido mejorar la funcion de proteinas
existentes en la naturaleza con funciones definidas en la literatura. Los programas utilizados
aqui son los que han garantizado resultados fiables a lo largo del tiempo, ninguno de ellos
deja de estar disponible para su uso y todos los enlaces para descargar o subir proyectos
siguen estando en linea. Esto es importante porque muchos proyectos han utilizado software

que ya no esté disponible a pesar de estar documentado en articulos.

Los parametros analizados en este proyecto, como el HemoPI, son de gran relevancia en la
busqueda de nuevas moléculas para el tratamiento de infecciones porque se debe asegurar
que no exista funcion hemolitica, lo que podria poner en riesgo al individuo al que se
administra por efectos secundarios imprevistos. El método de acoplamiento molecular es
ampliamente utilizado no solo para el disefio de tratamientos especificos, sino también para
la prediccion de enzimas, el disefio de enzimas, el disefio o la mejora de las interacciones de
metabolitos secundarios. Los valores obtenidos para HemoPI, ProtParam, BIOFIN, Antifp y
CAMPr4 son similares a los de péptidos y proteinas cuya funcidon antifungica o

antimicrobiana especifica ya se ha documentado (Tijare et al., 2025).

Este tipo de procedimiento también se puede aplicar al desarrollo de vacunas, porque se han
obtenido resultados de interaccidon y acoplamiento proteina-proteina, lo que demuestra que
esta metodologia puede tener mas aplicaciones dependiendo del enfoque integrado en el que
se implemente. Al igual que en este caso, el disefio de tratamientos especificos que tengan en

cuenta otras microbiotas, ya sean probidticas, oportunistas o patdgenas, ain no ha sido
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ampliamente estudiado ni reportado en articulos, pero cada vez hay mas evidencias de que la
microbiota esta implicada en muchos procesos de salud y enfermedad, no solo en el &mbito
de las enfermedades infecciosas, sino también en areas como la salud mental, salud intestinal

y en garantizar la eficacia de los tratamientos anticancerigenos sin efectos secundarios.

Todos los casos anteriores necesitan modular el crecimiento de microorganismos que tienen
efectos negativos sobre la salud, estos patdgenos pueden estar ya clasificados como
patogenos o pueden no estar dentro de esa clasificacion; por lo tanto, es importante buscar
proteinas o disefar proteinas que puedan tener multiples dianas y que modulen el crecimiento
o eliminen ciertos microorganismos que causan problemas al generar disbiosis en los
huéspedes. Este tipo de metodologia integral aqui propuesta tiene una amplia area de
oportunidad, debido a que, podria mejorar los criterios para seleccionar los microorganismos

patodgenos y oportunistas que seran objeto de tratamiento.

También reconocemos que este estudio tiene algunas limitaciones en cuanto a las bases de
datos utilizadas y el programa predictor de secuencia de microorganismos patégenos 16sPIP,
que es una pequena base de datos de solo 155 patdégenos y la mayoria son patdgenos que
causan enfermedades en humanos y no en animales. Se utilizo esta lista, debido a que se
necesitaba enfocar la deteccion a patdgenos con posible actividad oportunista, es decir,
patdgenos que por momentos no estan activos en sus factores de virulencia, pero que bajo las
condiciones ideales si son capaces de producir enfermedad. Esta lista, debido a su tamatfio,
nos permiti6 obtener resultados delimitados en todas las muestras, lo que favorecid su
analisis. La mayoria de los patdgenos identificados son patdgenos en humanos y ain no se
han reportado como causa de infeccion en anfibios, sin embargo, ya se han documentado
algunas bacterias, como Mycobacterium gordonae, que es un patdogeno que infecta a

humanos, causando enfermedad a Xenopus tropicalis (Sdnchez-Morgado et al., 2009).

Las pruebas que se pueden realizar en los modelos de proteinas disefiados han mejorado en
los ultimos afios y se pueden realizar mas pruebas. Sin embargo, siguen siendo limitados. A
pesar de lo anterior, se obtuvo un resultado que, con las herramientas actuales disponibles,
puede asegurar su interaccion en membranas cargadas negativamente de microorganismos

patdgenos, ademds de que algunos de ellos tendran una vida media bastante adecuada. La
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secuencia y el modelo disefiados con funcion anti-Bd también tenian buenos parametros para
seguir su funcion. La importancia de este tipo de disefio radica en que las secuencias pueden
ser mejoradas hasta obtener el resultado deseado a un bajo costo. Ademas, se puede obtener
un gran nimero de nuevas moléculas con potencial antimicrobiano, lo que actualmente es
importante con el aumento de la resistencia a los antibidticos. Las perspectivas de esta
seccion son la sintesis de proteinas y la realizacion de pruebas in vitro adicionales en los
microorganismos clave mencionados en este proyecto. Ademas, con la tecnologia ahora
disponible, se podria garantizar un método eficiente de administracion en animales silvestres

y, por lo tanto, apoyar la conservacion de estos animales.

Hasta el momento se tiene referencia de que los agentes patdgenos Bd y Bsal han sido de las
principales causas de extincion de ranas y salamandras en todo el mundo, también se sabe
que la microbiota juega un papel principal en el proceso de la infeccion y en procesos de
resistencia y en procesos de inmunidad en el huésped (Woodhams et al., 2018). Asi como
que el aumentar la abundancia de bacterias beneficiosas en contra de la infeccion tiene
resultados favorables por lo menos parcialmente (Harris ef al., 2009; Myers ef al., 2012). Sin
embargo, en el caso de las salamandras, se ha visto que la presencia de bacterias beneficiosas
para la resistencia al hongo patdégeno es muy baja y principalmente al muestrear la microbiota
de las salamandras en su ambiente natural, existe una mayor proporciéon de patdgenos,
bacterias comensales y oportunistas que promueven la colonizacion de Bd o Bsal y que
incluso pueden ayudan a empeorar los efectos de la infeccion y aumentar su letalidad (Bletz
et al., 2018). También es claro que la respuesta inmune de estos anfibios a la infeccion no es
suficiente y que incluso la inmunidad adquirida tampoco ha sido observada en estos animales

(Stegen et al., 2017).
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CONCLUSIONES

El estudio del papel de la microbiota en los procesos de salud y enfermedad resulta
fundamental, porque un numero creciente de patologias —tanto infecciosas como no
infecciosas— se encuentran asociadas a estados de disbiosis microbiana. Ademas, es
ampliamente reconocido que la microbiota influye de manera directa en la eficacia, toxicidad
y destino metabodlico de multiples farmacos, pudiendo actuar tanto en beneficio como en
detrimento del hospedero. Si bien este campo ha tenido un desarrollo acelerado
principalmente en el contexto de la salud humana, los resultados de este trabajo refuerzan la
necesidad de extender estos enfoques a sistemas animales, particularmente a aquellos
afectados por patdgenos emergentes. Esto no solo es relevante desde una perspectiva
ecoldgica y de conservacion, sino también desde una dimension de salud publica,
considerando el papel de los animales silvestres como reservorios, amplificadores o

centinelas de enfermedades con potencial zoondtico.

Desde una perspectiva ecologica y de sistemas, el andlisis de redes microbianas permitio
comprender como la infeccion por Bd no necesariamente se traduce en cambios evidentes en
la presencia de taxones a nivel de género, sino en modificaciones profundas en la estructura,
organizacion y robustez de las interacciones microbianas. Los resultados muestran que
estados de salud e infeccion pueden compartir componentes taxondémicos similares, pero
diferir sustancialmente en términos de conectividad, modularidad y vulnerabilidad
estructural. Este hallazgo subraya la importancia de analizar la microbiota como un sistema

dinamico de interacciones y no Unicamente como una lista de organismos presentes.

Si bien este trabajo aporta evidencia relevante y propone un marco metodologico integrador,
también plantea nuevas preguntas. Es necesario profundizar en los efectos bioquimicos y
funcionales que Bd ejerce sobre la microbiota residente, asi como en el papel especifico que
desempetian los distintos géneros bacterianos identificados dentro de la red microbiana.

Asimismo, conforme las herramientas bioinformaticas contintien evolucionando, sera
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indispensable actualizar y refinar metodologias como la aqui propuesta, incorporando nuevos

algoritmos, bases de datos mas amplias y modelos predictivos mas precisos.

En este contexto, el disefio in silico de nuevas estrategias terapéuticas emerge como una
herramienta clave para enfrentar la velocidad con la que surgen patdégenos emergentes. La
posibilidad de integrar herramientas bioinformaticas de modelado estructural, prediccion
funcional y analisis de interaccion proteina—proteina permite acelerar de manera significativa
el desarrollo de nuevos farmacos, optimizar moléculas existentes y reducir tanto los costos
como los tiempos asociados a las etapas iniciales de descubrimiento. Este enfoque resulta
particularmente relevante frente a escenarios en los que los tiempos de respuesta tradicionales

son claramente superados por la dindmica evolutiva de los patdogenos.

Entre los principales aportes de este proyecto se encuentra la propuesta de un flujo
metodoldgico reproducible y flexible para el disefio de proteinas terapéuticas, que integra el
disefo racional de secuencias, el modelamiento estructural y una bateria de pruebas in silico
orientadas a evaluar propiedades clave como estabilidad, vida media, potencial
antimicrobiano y afinidad por dianas moleculares especificas. Este enfoque permitié no solo
evaluar la viabilidad estructural de los disefios propuestos, sino también priorizar candidatos

con mayor potencial para su posterior sintesis y validacion experimental.

Adicionalmente, se logré disefiar una proteina compuesta con multiples dominios
funcionales, capaz de interactuar con diversas dianas moleculares presentes tanto en el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis como en géneros bacterianos oportunistas asociados a la
microbiota cutdnea de salamandras. Este disefio multi-blanco representa una aproximacion
innovadora, al considerar explicitamente la complejidad del sistema hospedero—microbiota—
patogeno y al proponer una estrategia terapéutica que no se limita a la eliminacion directa
del patdgeno, sino que potencialmente podria contribuir a la reestructuracion de comunidades

microbianas alteradas.

En conjunto, este estudio sienta las bases para futuras investigaciones orientadas al disefio
racional de terapias multi-blanco y al entendimiento de la disbiosis como un fendmeno

estructural y funcional. Sus implicaciones trascienden el caso particular de los anfibios y la
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infeccion por Bd, y abren la posibilidad de aplicar enfoques similares en otros sistemas
hospedero—patogeno, tanto en animales como en humanos, donde la microbiota juega un

papel central en la salud, la enfermedad y la respuesta a tratamientos.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo abre multiples lineas de investigacion que pueden desarrollarse en el corto
y mediano plazo. En primer lugar, resulta prioritario profundizar en el estudio comparativo
de la microbiota cutdnea en presencia y ausencia de infecciones por Bd, con el objetivo de
caracterizar de manera mas detallada el comportamiento de los géneros bacterianos bajo
condiciones de estrés biologico. En este sentido, futuros estudios deberian incorporar analisis
funcionales y moleculares que permitan evaluar si Bd interactua de manera directa con otros
microorganismos presentes en la piel del hospedero, o si dichas interacciones ocurren de
forma indirecta a través de metabolitos secundarios, cambios en el microambiente o

alteraciones en las redes de interaccion microbiana.

Asimismo, sera necesario ampliar el esfuerzo de muestreo, incorporando un mayor nimero
de localidades y especies de anfibios, particularmente en regiones donde la presencia de Bd
esté asociada a alta letalidad y declives poblacionales severos. Contar con datos espaciales y
temporales mas robustos permitira evaluar con mayor precision la variabilidad de la
microbiota cutdnea, identificar patrones de susceptibilidad o tolerancia a la infeccion y
fortalecer los andlisis de redes microbianas bajo distintos contextos ecologicos. De manera
complementaria, mantener registros actualizados sobre la dispersion de Bd y su impacto en
poblaciones silvestres contribuira de forma directa a estrategias de monitoreo y conservacion

de anfibios.

Desde una perspectiva aplicada, el siguiente paso logico de esta investigacion es la sintesis y
validacion experimental de las proteinas disefiadas in silico. La evaluacion de estas moléculas
en condiciones controladas permitiria validar la metodologia computacional empleada, asi
como determinar su estabilidad, toxicidad y eficacia antimicrobiana y antifingica.
Inicialmente, estas pruebas podrian realizarse en cultivos microbianos individuales y
posteriormente en sistemas mds complejos que incluyan consorcios bacterianos
representativos de la microbiota cutanea, con el fin de evaluar efectos multi-blanco y posibles

impactos sobre la estructura comunitaria.
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Finalmente, sera fundamental explorar estrategias de administracion que consideren las
particularidades fisioldgicas y ecologicas de los anfibios. Factores como la permeabilidad de
la piel, la persistencia de la molécula en ambientes acuaticos o terrestres, y las posibles
interacciones con la microbiota residente deberan ser considerados para maximizar la eficacia
del tratamiento y minimizar efectos no deseados. En conjunto, estas perspectivas no solo
permitiran avanzar hacia la validacion experimental de los resultados aqui presentados, sino
que también sentaran las bases para el desarrollo de enfoques terapéuticos integrales

orientados a la conservacion de anfibios frente a patogenos emergentes.
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ANEXOS

Tabla suplementaria 1. Identificacion de patéogenos oportunistas en la piel de

salamandras. En la siguiente tabla se muestra un resumen de los resultados obtenidos del

programa, la identificacion de bacterias patogenas que se llevd a cabo con los archivos

FASTQ en crudo para animales de los géneros Ambystoma, Desmognathus, Eurycea y

Notophthalmus. Podemos ver en la primera columna los nombres de las bacterias, en la

siguiente el numero de lecturas que coincidian con la secuencia de las bacterias a detectar y

el porcentaje de esas mismas lecturas.

Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025.
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Ambystoma. Desmognathus_monticola | Eurycea. Notc s viridicens
Species Match_num| Percentage] Species \Nhtchjlum Percentage] Species Match_num)| Percentage| Species \Matchmum Percentage|

Pseudomonas aeruginosa 4619 17.371 | vibrio funialis 5794 10544 | Vibrio fluvialis 8918 14.316 | Vibrio flusalis 6507 11.374
Edwardsiella tarda 2333 8774 |Pseudomonas aeruginosa 624 1.136  |Pseudomonas aeruginosa 1477 2371  |Pseudomonas aerugnosa 1113 1.946
Acromonas hydrophila 100 0376 |Vibriowlnificus 268 0.488 |Websiellapneumoniae 477 0.766 [Kebsiellapneumoniae 308 0.538
Acinetobacter baumannii 28 0105 |Kebsiellapneumoniae 187 034  |Vibriowlnificus 360 0578 |Edwardsiella tarda 279 0.488
Kebsiella pneumoniae 28 0105 |Enterobactercloacae 55 0.1 Edwardsiella tarda 33 0.551 Vibrio ulnificus 212 0.371

Bacilluscereus 22 0083 |Afipia broomeae 52 0.095 |Enterobactercloacae 97 0156 |Enterobactercloacae 63 011

‘Yersinia pestis 22 0.083 |Enterobacter aerogenes a 0.075 |Enterobacter aerogenes 67 0108 |Enterobacteraerogenes 47 0.082
Serratiamarcescens 18 0068 |Bacillusanthracis 34 0062 |Enterobacterasburiae 52 0083 |Bacillus anthracis 33 0.058
Acinetobacter Iwoffii 17 0.064 (Brucella canis 28 0.051 Enterobacter ludwigi a5 0.072 [Enterobacterasburiae 3 0.054
‘Yersiniapseudotuberculosis 13 0.049 |Enterobacter kobei 20 0.036 |Bacillus anthracis 31 0,05 |Enterobacter ludwigii 24 0.042
Acromonas punctata 13 0.049 |Enterobacter ludwigi 20 0.036 |Enterococcusfaecium 25 004 Enterococcus faecalis 21 0.037
Plesiomonas shigelloides 7 0026 |Enterococcus faecium 19 0035 |Enterococcusfaecalis 20 0032 |Enterococcus faecium 18 0.031

‘Yersiniaenterocolifica 4 0.015 |Enterobacter asburiae 18 0.033 |Aeromonas hydrophila 19 0.03 | Aeromonas hydrophila 17 0.03

Enterobacter aerogenes 4 0.015 |CGitrobacter freundii 17 0.031 Enterobacterhormaechei 19 003 Havobacterium meningosepticum 13 0.023
Enterobacter cloacae 3 0.011  |Edwardsiella tarda 17 0.031  [Brucella canis 18 0029 |Enterobacterkobei 13 0.023
Afipia broomeae 3 0.011  |Enterobacter Sakazakii 14 0.025 |Brucella ovis 18 0.029 |Brucellacanis 1 0.019
Enterobacter hormaechei 1 0.004 [Favobacterium meningosepticum 13 0.024 | Citrobacter freundii 17 0.027 |CGitrobacter freundii 10 0.017
Enterobacter mori 1 0.004 |Enterobacter hormaechei 1 002 [Kebsiellaoxtoca 16 0.026 |Enterobacterhormaechei 10 0.017
Afipia massiliends 1 0.004 |Afipia massiliensis hi 002 Havobacterium meningosepticum 15 0.024 |Brucella ovis 7 0.012
Serratialiquefaciens 1 0.004 [Sreptococcus gllolylicus 10 0.018 |Serratiamarcescens 15 0.024 | Afipia broomeae 7 0.012
Enterobacter asburiae 1 0004  [Nocardia farcinica 10 0018 |Enterobacterkobei 14 0022 | Acinetobacter baumannii 6 0.01

Citrobacter freundii 1 0004 |[Brucella ovis 10 0.018 |Afipiabroomeae 14 0022 |Yersinia pestis 5 0.009
Enterobacter ludwigi 1 0.004 [Aeromonas hydrophila 9 0.016 | Acinetcbacter baumannii 12 0.019 (Serratia marcescens 4 0.007
Afipia birgae 1 0004 |Mycobacterium fortuitum 8 0.015 |Yersinia pestis 1 0.018 |Brucellaneotomae 3 0.005
Enterobacter soli 1 0.004 [Serratiamarcescens 7 0.013 |Acinetobacter Iwoffii 6 001 Mycobac terium fortuitum 3 0.005
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Figura suplementaria 1. Abundancias nivel Orden. Esta figura muestra las diferencias en
las abundancias relativas correspondientes a los dos grupos de condiciones positivas para Bd
(rosa) y negativas para Bd (verde). Los demads colores en las barras apiladas representan el
nivel de orden de los microorganismos presentes en cada muestra. Dentro de los primeros 7
ordenes representados, se encuentran: Enterobacterales (azul), Pseudomonadales (verde),
Rhizobiales (amarillo), Micrococcales (rosa), Xanthomonadales (naranja), Lactobacillales
(rojo) y Burkholderiales (purpura). Las barras intermedias con transparencia representan los
cambios en la abundancia relativa entre cada muestra. Nofa. Modificado de: Ramirez-

Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025.
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Figura suplementaria 2. Abundancias nivel Phylum. Esta figura muestra las diferencias
en las abundancias relativas correspondientes a los dos grupos de condiciones positivas para
Bd (rosa) y negativas para Bd (verde). Los demas colores en las barras apiladas representan
a nivel de Phylum los microorganismos presentes en cada muestra. Dentro de los primeros 7
phyla representados, se encuentran: Proteobacteria (azul), Actinobacteriota (verde),
Firmicutes (amarillo), Bacteroidota (rosa), Myxococcota (naranja), Acidobacteriota (rojo) y
Verrucomicrobiota (purpura). Las barras intermedias con transparencia representan los
cambios en la abundancia relativa entre cada muestra. Nota. Modificado de: Ramirez-

Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025.
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Figura suplementaria 3. Abundancias y distancias por condicion. El siguiente heatmap
representa las distancias calculadas por el método Bray-Curtis (arboles en los extremos) tanto
para cada muestra por condicion de deteccion positiva o negativa a Bd como las distancias
de los microorganismos encontrados por muestra. El prefijo p_ indica el nombre del
microorganismo a nivel de Phylum. La abundancia se calculé como relativa rarificada. La
escala de tonos azul representa la proporcion de cada Phylum por muestra. Las condiciones
de cada grupo de muestra se identifican con los colores rosa para Bd y cian para aquellas

muestras en las que no se detectd la infeccion.
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Figura suplementaria 4. Abundancias y distancias por condicion. El siguiente heatmap
representa las distancias calculadas por el método Bray-Curtis (arboles en los extremos) tanto
para cada muestra por condicion de deteccion positiva o negativa a Bd y las distancias de los
microorganismos encontrados por muestra. El prefijo f  indica el nombre del
microorganismo a nivel de familia. La abundancia se calculdé como relativa rarificada. La
escala de tonos azul representa la proporcion de cada familia por muestra. Las condiciones
de cada grupo de muestra se identifican con los colores rosa para Bd y cian para aquellas

muestras en las que no se detectd la infeccion.
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Figura suplementaria 5. Abundancias y distancias por condicioén. El siguiente heatmap
representa las distancias calculadas por el método Bray-Curtis (arboles en los extremos) tanto
para cada muestra por condicion de deteccion positiva o negativa a Bd como las distancias
de los microorganismos encontrados por muestra. El prefijo g  indica el nombre del
microorganismo a nivel de género. La abundancia se calcul6 como relativa rarificada. La
escala de tonos azul representa la proporcion de cada género por muestra. Las condiciones
de cada grupo de muestra se identifican con los colores rosa para Bd y cian para aquellas
muestras en las que no se detect6 la infeccion. Cada muestra esta etiquetada con un prefijo

SRR y un numero.
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Figura suplementaria 6. Comparacion de distancias. El siguiente grafico representa la
comparacion de las distancias de Bray-Curtis calculadas dentro de los grupos de animales
positivos a la infeccion (Bd-vs-Bd), entre grupos positivos y negativos a la infeccion por Bd
(Bd-vs-Healthy) y dentro del grupo de animales (negativos) que no tuvieron deteccion a la
infeccion por Bd (Healthy-vs-Healthy). No hubo diferencias significativas en ninguno de los

grupos comparados. La prueba de comparacion es la predeterminada por el paquete de R

utilizado para el analisis MicrobiomeMarker.
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Figura suplementaria 7a. Identificacion de biomarcadores. El siguiente grafico muestra
los resultados sobre la identificacion de microorganismos diferenciales entre grupos por
condicion de animales sanos y animales enfermos. La grafica de barras muestra los resultados

del analisis de LDA y el LEfSE realizados.
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Figura suplementaria 7b. Identificacion de biomarcadores. El siguiente grafico muestra
los resultados sobre la identificacion de microorganismos diferenciales entre grupos por
condicion de animales sanos y animales enfermos. La grafica de barras muestra los resultados
del analisis de LDA y el LEfSE realizados. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal &
Alvarez-Martinez et al., 2025.
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Figura suplementaria 8. Estadistico W del método ANCOM-BC nivel familia. Se
muestra el grafico correspondiente a los resultados del estadistico Wald de la prueba de
ANCOM. En estos se pueden observar las familias que difieren significativamente entre
grupos. Aquellos valores mayores a 0 se toman en cuenta como valores con significancia y
las familias dentro de esos valores son las maés significativas y diferenciales. Nota.

Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025.
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Figura suplementaria 9. Estadistico Wald del método ANCOM-BC nivel género. Se

muestra el grafico correspondiente a los resultados del estadistico Wald de la prueba de

ANCOM. En estos se pueden observar los géneros que difieren significativamente entre
grupos. Aquellos valores mayores a 0 se toman en cuenta como valores con significancia y
Nota.

los géneros dentro de esos valores son los mas significativos y diferenciales.

Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al., 2025.
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Figura suplementaria 10. Comparacion de composicion por modulo. Se muestra la
comparacion de uno de los mdédulos mas importantes mostrados en la figura 25 (rosa).
Podemos observar que no hay muchas coincidencias para este modulo. E negative (Eurycea
sin infeccioén), D negative (Desmognathus sin infeccion), N_negative (Notophthalmus sin
infeccion). N _positive, D positive (respectivamente corresponden a Notophthalmus y
Desmognathus positivo a Bd). Se omitido Eurycea positiva a Bd, debido a que no presentd

valores de modularidad. Nota. Modificado de: Ramirez-Villarreal & Alvarez-Martinez et al.,

2025.
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Figura suplementaria 11. Red de correlaciones positivas y negativas. Se muestran las
redes de correlaciones positivas inferidas para el caso de todos los animales con deteccion

positiva y deteccidon negativa de la infeccion.

Nota: Es importante decir, que a pesar de que las especies Desmognathus y Eurycea, estan
dentro de una categoria de susceptibilidad idéntica - tolerantes a la infeccion por Bd 'y Bsal-
(al menos mencionada por al articulo original), las cargas de la infeccion fueron diferentes
para cada especie, lo que nos podria sugerir, que las dos no son tolerantes, al menos una de
ellas, podria ser resistente a la infeccion: Eurycea. Es por eso por lo que a continuaciéon se
volvieron a analizar por pares de susceptibilidad a las salamandras tomando en cuenta la

diferencia de carga en la infeccion.
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Se procedi6 a anexar los indices de diversidad beta que también fueron calculados por cada

categoria de susceptibilidad y los indices beta que la fuente de los datos (Jiménez et al., 2022)

obtuvo para su calculo por sitio de muestreo y por especie de salamandra.

Indices beta: por especie y origen

43
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Figura 16. indices beta (lugar y especie). Esta figura presenta el anélisis de diversidad beta

calculado por el articulo original en donde toman en cuenta cada una de las especies

estudiadas (en este caso estudian ademds de nuestros modelos de estudio a Plethodon

cinereus; y toman en cuenta el sitio de muestreo de cada especie de salamandra. Como se

puede observar en la figura tomada del articulo de Jiménez ef al., 2022, no hay diferencias

significativas entre los grupos estudiados ni por especie de salamandra ni por localidad en

donde fue adquirida la muestra. Aqui no toman en cuenta el estado de salud del animal.
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Indices beta: por susceptibilidad 44

Analisis de PCoA con Distancia Euclidiana
Notophthalmus (-)

+
Eurycea (+)
A conditions
1000 e Bd
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0 s A Shannon
4 A ¢ 275
® 300
® 32

-1000
@® 35

@® 5

PCo2 (11.5%)

-2000

-6000 -3000 0 3000
PCo1 (85.6%)

Figura 17. indices beta (por condicién). Esta figura presenta el anélisis de diversidad beta
calculado en este proyecto para determinar diferencias entre las salamandras por grupo de
susceptibilidad. Aqui se presenta en PCoA realizado para Notophthalmus negativo, versus
Eurycea positivo; recordando que tienen diferente susceptibilidad a las infecciones por Bd y
Bsal. No se encontraron diferencias entre estas dos especies de salamandras, esto podria

deberse a que el tamafio de la muestra disminuy6 considerablemente para poder tomar en

cuenta la caracteristica de susceptibilidad.
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Indices beta: por susceptibilidades as

Analisis de PCoA con Distancia Euclidiana

Notophthalmus (-) 2000

Desmognathus (-)

. -
conditions
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o )

e 275
® 300
® 325
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P
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-2000
-5000 -2500 0 2500 5000
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Figura 18. indices beta (por condicion). Esta figura presenta el anélisis de diversidad beta
calculado en este proyecto para determinar diferencias entre las salamandras por grupo de
susceptibilidad. Aqui se presenta en PCoA realizado con Desmognathus y Notophthalmus
(muestras detectadas como negativas) tomados en cuenta como animales susceptibles a la
infeccion y las muestras de Eurycea (muestras detectadas como positivas a Bd), tomada en
cuenta para el analisis como tolerante a la infeccion por el hongo. Tampoco se puede ver una
diferencia clara entre los grupos analizados. Por lo que se sugiere que ambos grupos sin
importar su categoria de susceptibilidad, al menos para el nivel general de diversidad alfa y
beta, son grupos que tienen un comportamiento similar y las diferencias al menos no se

pueden observar en este nivel, aunque si se observaron en otros niveles de analisis.
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Indices beta: por susceptibilidades 46

Notophthalmus (-) Andlisis de PCoA con Distancia Euclidiana
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Figura 19. indices beta (por condicion). Esta figura presenta el anélisis de diversidad beta
calculado en este proyecto para determinar diferencias entre las salamandras por grupo de
susceptibilidad. Aqui se presenta en PCoA realizado con Desmognathus y Notophthalmus
(muestras detectadas como negativas) tomados en cuenta como animales susceptibles a la
infeccion y, ademas, para el caso de animales tolerantes a la infeccidon no solamente se
tomaron en cuenta las muestras positivas de la salamandra Eurycea, sino también las de
Desmognathus, que también se encuentra dentro de una categoria de “tolerancia” a la
infeccion. De esta manera se queria igualar el nimero de muestras para cada grupo de
susceptibilidad. De la misma manera que en otros graficos, no se pudo observar una

diferencia clara entre los grupos.

Nota: Es importante decir, que a pesar de que las especies Desmognathus y Eurycea, estan
dentro de una categoria de susceptibilidad idéntica - tolerantes a la infeccion por Bd y Bsal-
(al menos mencionada por al articulo original), las cargas de la infeccion fueron diferentes
para cada especie, lo que nos podria sugerir, que las dos no son tolerantes, al menos una de

ellas, podria ser resistente a la infeccion: Eurycea.
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~ Analisis de modulos 48

D(-): Pseudoxanthomonas, Neisseria, Luteitalea, Luteibacter,
Catenuloplanes
Methylopila, Leifsonia, Nannocystis, Rhizorhapis, Larkinella, Oligofiexus,
Candidatus chloroploca, Niastella, Luteimonas, Bauldia,
Pleomorphomonas, Terrabacter, Hydrocarboniphaga, Coxiella, Conyzicola,
Rubrivirga, Ahniella, Chondromyces, Afipia, Kocuria, Candidatus
endoecteinascidia, Bacteriovorax, Sumerlaea, Skermanella,
Syntrophobacter, Bryocella, Candidatus paracaedibacter, Roseiflexus,
Prevotella_7, Candidatus symbiothrix, Verrucomicrobium, Candidatus
rhabdochlamydia, Cardiobacterium. D(+): Anaerosinus, Paludicola,
Ruminococcus, Erysipelatoclostridium, Anaerosporobacter, Intestinimonas,
Agrococcus, Lachnoclostridium, Buttiauxella, Harryflintia, Robinsoniella,
Gordonibacter, Methylocystis, Clostridium sensu stricto 5, Mucinivorans,
Galbitalea, Micromonospora, Variibacter, Paucibacter, Akkermansia,
Romboutsia, Alistipes, Blastocatella, Chitinivorax, Clostridium sensu stricto
13, Actinospica, Arenimonas, Kineococcus, Anaerovorax, Frondihabitans,
Macellibacteroides, Porphyromonas, Blastococcus, [Eubacterium]
fissicatena group, Bosea, Azorhizobium, Peptococcus, Glutamicibacter,
Dysgonomonas, Candidatus amphibiichlamydia, ignavibacterium,
Deefgea, Candidatus armantifilum, Gemmata, Vampirovibrio,
Parviterribacter, Pseudorhodobacter, Candidatus lumbricincola, Nevskia,
Candidatus paracaedibacter

Negativos

Positivos

48

Figura 20. Comparacion por modulos I. Esta figura presenta una de las comparaciones
realizadas a los modulos identificados por el algoritmo de Louvain en las redes que fueron
inferidas a nivel de especie. Aqui se Compara el modulo de color rosa/fucsia, para el caso de
la salamandra Desmognathus (D (+): deteccion positiva, D (-): deteccion negativa de Bd). Se
encontraron algunas coincidencias entre ambos modulos (negritas), sin embargo, en su

mayoria son diferentes. Algunos de los géneros tienen potencial patdégeno.
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Analisis de modulos 49

D (-): Ochrobactrum, Chryseobacterium, Amnibacterium,
Pseudonocardia, Mucilaginibacter, Methylotenera, Opitutus,
Edaphobaculum, Nakamurella, Hyphomicrobium, Gaiella, Geobacter,
Bdellovibrio, Labrys, Cellvibrio, Microvirga
Phaselicystis. D(+): Petrimonas, Legionella, Amorphus, Rhodobacter,
Williamsia, Rhodococcus, Oceanotoga, Aliterella, Altererythrobacter,
Filimonas, Sandaracinus, Methyloglobulus, Achromaobacter,

N ti
egativos Chthonomonas, Sphingopyxis.

D (-): Bradyrhizobium, Actinomyces, Actinoplanes, Novusphingubium\
Nocardioides, Kineosporia, Klenkia, Actinomycetospora, Shinella,
Curtobacterium, Solirubrobacter, Rhodopseudomonas, Stakelama,
Devosia, Brevundimonas, Lysinimonas, Acinetobacter, Oscillochloris,
Haliangium, Dyadobacter, Microlunatus, Candidatus Udaeobacter,
Aurantisolimonas, Hymenobacter, Candidatus Xiphinematobacter,
Chitinophaga, Psychrobacter, Roseiarcus, Abditibacterium. D(+): Vibrio,
Alishewanella, Pseudoalteromonas,, Sanguibacter-Flavimobilis,
Uruburuella, Enterococcus, Sphingomonas,, Paracoccus, llumatobacter,
Falsochrobactrum, Nubsella, Devosia, Nocardioides, lamia, Shinella,
Mycobacterium, Aeromonas, Delftia, Pseudonocardia, Marmoricola,
Pedobacter, Phenylobacterium, Haliangium, Psychrobacter,
KPedumirrubium, Mesorhizobium, Acidipropionibacterium, Phaselicystis,

Positivos

Ahniella, Crenothrix
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Figura 21. Comparacion por médulos II. Esta figura presenta una de las comparaciones
realizadas a los modulos identificados por el algoritmo de Louvain en las redes que fueron
inferidas a nivel de especie. Aqui se compard el modulo de color rosa/fucsia, para el caso de
la salamandra Desmognathus (D (+): deteccion positiva, D (-): deteccion negativa de Bd).
No se encontraron coincidencias entre los nombres de géneros de bacterias, lo que si se
observd para ambos casos son bacterias de géneros con potencial patdogeno. Se puede
observar la comparacion del modulo naranja en el recuadro naranja y del modulo verde en el

recuadro verde, respectivamente.

Nota: Cuando se compara cada moédulo por separado, se puede observar que no son similares,
aunque por los colores, deberian, por ser la misma especie de salamandra analizada, solo que
cambia la categoria de salud. Porque cuando se realiza un analisis en general, sin importar la
modularidad, si hay coincidencias entre las listas generales. Esto quiere decir que la red se

reorganiza, aunque algunos de los componentes bacterianos son similares, la estructura no.
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Bacterias compartidas entre las condiciones °¢

Desmognathus Eurycea Notophthalmus
monticola bislineata viridicens
Negativo
Positivo
( \

Ochrobactrum, Pseudochrobactrum, Elizabethkingia, Salinivibrio, Chryseobacterium,
Nubsella, Pseudoalteromonas, Pectobacterium, Legionella, Pseudomonas,
Enterococcus,

Microbacterium, Uruburuella, Bradyrhizobium, Undibacterium, Aliidiomarina,
Flavobacterium, Novosphingobium, Actinomyces, Paracoccus, Enterobacter,
Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium, Acinetobacter, Opitutus,
Edaphobaculum, Yersinia, Martelella, Ferruginibacter, Sanguibacter-Flavimobilis,
Myroides, Bacteroides, Aeromonas, Vibrio, Methylobacterium-Methylorubrum,
Streptococcus, Marinilactibacillus, Lelliottia, Mycobacterium,
Sphingobacterium, Delftia, Halomonas, Stenotrophomonas, Nitrincola,
Alishewanella.

N_positive \ ’
i

I

i

Figura 22. Comparacion por médulos III. Esta figura presenta una de las comparaciones
generales realizadas en donde hay coincidencias sin importar el estado de deteccion de Bd.
Se muestra aqui un listado de las bacterias que fueron similares entre todas las salamandras
en todas las condiciones (positivo/negativo). En negritas se observan aquellos géneros que

tienen potencial patogeno.
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Curvas de rarefacciodn 56
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Figura 23. Curvas de rarefaccion. Esta figura presenta las curvas de rarefaccion obtenidas
de cada una de las muestras que se ocuparon en el estudio. Ademas, en azul y verde (los
graficos 1 y III, muestran las curvas de rarefaccion divididas por condicion de salud

(sano/enfermo) o (positivo a Bd y negativo a Bd).
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