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Resumen

La coccidioidomicosis, también conocida como Fiebre del valle de San Joaquin, es
una micosis sistémica endémica de las zonas desérticas de Ameérica que afecta
principalmente mamiferos, incluyendo el hombre. Se sospecha que so6lo en Estados
Unidos este padecimiento afecta a mas de 200,000 personas anualmente. Esta es una
enfermedad altamente infecciosa en su habitat natural que no se transmite entre
individuos, y que solo puede adquirirse al respirar las estructuras asexuales del hongo en
su medio ambiente natural. En la mayoria de los casos afectados, la micosis primaria es
autolimitada y menos del 1% de los casos desarrolla la enfermedad diseminada,
generalmente con alta morbilidad y mortalidad.

Uno de los principales problemas sobre esta micosis es que a pesar de las altas tasas
de prevalencia de la enfermedad con distribucion espacial aparentemente limitada a
zonas aridas, los reportes de aislamientos positivos del agente causal, Coccidioides, en
muestreos ambientales son muy escasos. Esta falta de correlacion con la evidencia
epidemiologica disponible ha persistido con el paso del tiempo hasta el momento. La
identificacion de algunos de los componentes del probable nicho ecoldgico de
Coccidioides y la estructura de la comunidad flngica relacionada seran fundamentales
para poder resolver esta paradoja. Es por esto, que los principales propdsitos de este
estudio son explorar algunos aspectos sobre la ecologia microbiana en suelos de areas
endémicas para Coccidioides spp. en Baja California. En este trabajo se identificd la
presencia de Coccidioides spp. en muestras ambientales de suelo procedentes de
biomas de transicion entre ecosistemas desérticos y mediterraneos con ombrotipos secos
asociados a alta evapotranspiracion del suelo. Esto permitié correlacionar estas variables
bioclimaticas con la prevalencia e incidencia de los casos reportados y la presencia de
Coccidioides en estos ecosistemas. Asi mismo, se exploraron aspectos relacionados con
la estructura de las comunidades fangicas residentes identificadas en las areas de
trabajo. A partir de bases de datos obtenidas de trabajos previos en los puntos de
muestreo, se construyeron curvas de acumulacion y rarefacciéon y se confirmé que estos
suelos presentan una alta diversidad fungica, con escasa similitud entre los diferentes
filotipos caracterizados. Esto quiere decir que, de todas las muestras analizadas, los
puntos donde se identific6 Coccidioides, potencialmente tienen diferentes especies de
ascomicetos poco relacionados taxondmicamente entre ellos.

Con la informacion obtenida y utilizando los puntos georeferidos espacialmente donde
se identifico la presencia del patdgeno, se modelé el nicho ecoldgico realizado de
Coccidioides y se construyeron mapas de distribucion potencial, identificando tres
ecoregiones que correlacionan con la epidemiologia y filogeografia conocida del
patogeno: la ecoregion suroeste localizada en Valle de San Joaquin en California, la
ecoregion central localizada en la parte Baja del desierto de Sonora y la ecoregion
sureste en la zona de la Laguna/Bolson de Mapimi localizado en el desierto de
Chihuahua. Finalmente, se llevaron a cabo andlisis bioclimaticos empleando
proyecciones de temperatura y precipitacion para el proximo siglo, encontrando cambios
a nivel regional favorables para el incremento en la incidencia y prevalencia para esta
enfermedad infecciosa, asi como redistribucién espacial potencial incrementando su area
de cobertura hacia areas densamente pobladas en el norte de América.
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Introduccion

La coccidioidomicosis (CM), también conocida como Fiebre del valle de San Joaquin,
es una enfermedad infecciosa endémica causada por hongos ascomicetos del género
Coccidioides: C. immitis localizado en el sur de California, la zona endémica mas
importante de Estados Unidos, y C. posadasii localizado en el sur de Arizona, el norte de
México y Sudameérica, con la mayor parte casos reportados en Argentina, Venezuela, y
Brasil (Figura 1). En la Republica Mexicana, la mayor parte de los casos se reportan en
los estados de Sonora, Nuevo Ledn, Coahuila y Baja California. Especificamente, en Baja
California, se identifica con mayor frecuencia C. posadasii y solo en algunos casos se
relaciona a C. immitis (Laniado-Laborin y cols. 1991; Fisher y cols. 2001; Castafion-
Olivares y cols. 2007, Luna-Isaac y cols. 2011). La distribucion geogréfica de las areas
endémicas para la enfermedad ya era conocida desde hace méas de 40 afios de acuerdo
a la informacion epidemioldgica disponible en ese entonces (Figura 2).

Investigaciones recientes han reportado tasas de incidencia de 150 casos/100,000
habitantes en regiones altamente endémicas del sur de California, especificamente en el
condado de Kern, situado en el Valle de San Joaquin (Vugia y cols. 2009), con
incrementos de mas de 500 casos/100,000 habitantes durante brotes epidémicos (Zender
y Talamantes 2006; Flaherman y cols. 2008). De manera similar, se reportan tasas de
159 casos/ 100,000 habitantes en el condado de Maricopa en Arizona (Komatsu y cols.
2003) con un incremento exponencial en el reporte de casos en los ultimos 10 afios,
alcanzando tasas de incidencia y prevalencia tan elevadas como en California (Tabor
2009; Tabor y cols. 2011). En total, se estiman més de 200,000 casos anuales de la
enfermedad solo en Estados Unidos (Buckley 2008), los cuales representan un
incremento de seis veces mas con respecto al reporte de casos del afio 1995. La
incidencia de la enfermedad en México es desconocida debido en gran arte a que su
reporte epidemiolégico no es obligatorio. Sin embargo, estudios preliminares recientes,
han reportado casos y brotes epidémicos en areas altamente pobladas de la frontera
entre México y Estados Unidos (Ampel y cols. 1998; Hector y Laniado-Laborin 2005;
Flaherman y cols. 2008; Engelthaler y cols. 2011). Las areas altamente endémicas de
California y Arizona comparten caracteristicas bioclimaticas similares a areas de Baja
California, previamente identificadas como lugares potenciales para la presencia del
hongo (Baptista-Rosas y cols. 2007; Baptista-Rosas y cols. 2010). Estas similitudes
sugieren que la enfermedad podria tener una distribucién epidemiol6gica comparable en
los dos lados de la frontera norte (Figuras 3y 4).
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Figura 1. Filogenia y distribucién de Coccidioides en América. Tomado de Fisher y cols. 2001.
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La CM no se tramite de individuo a individuo, ya que necesita adquirirse directamente
del ambiente donde habita este hongo patdgeno, principalmente por inhalacion de las
artrosporas. El hongo ha sido aislado de suelos de sitios asociados a casos de humanos
o animales en el pasado (Ajello et al. 1965; Ajello 1967; Lacy & Swatek 1974). Sin
embargo, la escasa evidencia por aislamiento de Coccidioides spp. en muestras
ambientales procedentes de estos lugares contrasta con las altas tasas de incidencia y
prevalencia de la enfermedad. Solo algunos aislamientos positivos se han obtenido de
sitios endémicos en Estados Unidos (Stewart y Meyer 1932; Emmons 1942; Maddy
1965). Se tiene reporte actualmente de solo 13 aislamientos a partir de muestras
ambientales en California y 1 en Arizona después de extensos trabajos de campo
empleando diferentes métodos, principalmente inoculacion intraperitoneal de ratones y
aislamiento por cultivo microbiolégico convencional (Swatek 1970). Mas recientemente,
solo 4 aislamientos positivos de 720 muestras de suelo obtenidas en California
combinando técnicas de aislamiento selectivo y PCR a partir de suelo (Greene y cols.
2000) y ningun aislamiento positive después del analisis utilizando un método
semiselectivo y aislamiento gendémico directo por PCR en Arizona (Tabor y cols. 2002).
En otros estudios, mas de 60 aislamientos ambientales positivos (especificamente 62 y
66 en cada reporte) procedentes de puntos de muestreo en el area de Tucson fueron
obtenidos mediante la inoculacién intraperitoneal de ratones BALB/c (Mandel y cols.
2007; Barker y cols. 2011). En México, empleando esta ultima metodologia solo se
tienen reportados dos aislamientos positivos, el primero en Hermosillo, Sonora
(Sotomayor y cols. 1960), y otro en Valle de las Palmas (VDP), 27 kilbmetros localizado al
sur Tecate, Baja California (Cairns y cols. 2000). Recientemente se ha logrado identificar
en muestras ambientales por PCR directamente de la extracciéon de DNA del suelo en
areas endémicas del sur de California y Sudamérica (Lauer y cols. 2011; de Macedo
2011), aungue con bajas tasas de éxito.

Esta baja tasa de aislamientos positivos en estudios previos puede estar relacionada a
la estrategia de muestreo sin tomar en cuenta el nicho ecoldgico realizado de
Coccidioides y su papel en la estructura dinamica de la comunidad microbiolégica en
suelos de ecosistemas desérticos, mas que a los diferentes métodos empleados. A pesar
de que las condiciones basicas para el desarrollo de Coccidioides in vitro en laboratorio
han sido caracterizadas y se han estudiado variables fisiol6égicas de este microorganismo,
las condiciones ambientales para su crecimiento no han sido caracterizadas (Fisher y
cols. 2007; Barker y cols. 2007). Esto nos orienta a enfocar los esfuerzos de investigacion
en identificar el nicho ecolégico realizado de Coccidioides (Maddy 1957; Maddy 1958;
Fisher y cols. 2007). Por otro lado, las caracteristicas climaticas y ambientales de la
region son otro factor importante para el desarrollo de Coccidioides spp. (Maddy y
Coccozza 1964; Comrie 2005). En las dos ultimas décadas se han incrementado las
tasas de incidencia y prevalencia correlacionadas directamente con la precipitacion
pluvial en regiones usualmente secas el sureste de Estados Unidos (Park y cols. 2005;
Zender y Talamantes 2006). La evidencia disponible orienta a que los brotes epidémicos
de la enfermedad se establecen dos afios posteriores a anormalidades meteoroldgicas
relacionadas al incremento en la cantidad de lluvia después de periodos de sequia
prolongados (Comrie 2005; Comrie y Glueck 2007; Baptista-Rosas y cols. 2010).
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Figura 2. Probable Distribucion de Coccidioidomicosis con base en intradermorreacciones con
coccidioidina en poblaciones humanas. A partir del mapa original, se digitaliz6 y se llevo a cabo
georeferenciacion espacial empleando SIG ArcView 3.2 en Sistema de Coordenadas con Datum
NAD 1927 y Esferoide de Clarke 1866. Modificada de Gonzéalez Ochoa 1967.
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La situacion actual de la enfermedad y su correlacion con las condiciones aridas y
semiaridas del Noroeste de México no han sido estudiadas con la atencion que merecen.
Teniendo esto en mente, se propuso llevar a cabo una estrategia de muestreo ambiental
orientada para explorar el nicho ecologico fundamental en areas endémicas de Baja
California previamente sefialadas como hotspots potenciales en base a estudios
bioclimaticos (Baptista-Rosas et al. 2007) y mediante técnicas de biologia molecular
explorar la presencia de Coccidioides spp. en el ambiente.
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Figura 3. Andlisis filogenético de maxima parsimonia de genomas de 13 cepas de
Coccidioides immitis. Tomado de Engelthaler y cols. 2011.
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Figura 4. Arbol filogenético de Coccidioides obtenido a partir de 167 cepas empleando 9
micro satélites (GAC2, 621.2, GA37, GAl, ACJ, KO3, KO7, KO1, KO9). Las secuencias
depositadas en Nucleotide database Genebank NCBI se editaron con MEGA 3.1 y GENEPOP y
mediante algoritmo de maxima parsimonia con 1000 bootstraps con PHYLLIP. Color azul: C.
posadasii, Color rojo: C. immitis. Tomado de Fisher y cols. 2002.
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Marco Teodrico
Taxonomia

Coccidioides pertenece a un grupo de hongos dimorficos terméfilos del phylum
Ascomycota familia Onygenaceae (Figura 5) (Guarro 1999, Mueller 2004, Sharpton y
cols. 2009; Burmester y cols. 2011). Este género incluye dos especies identificadas hasta
el momento, morfolégicamente idénticas pero genética y epidemiolégicamente
diferentes: Coccidioides immitis y C. posadasii (Fisher y cols. 2002; Castafion y cols.
2007). Aunque desde hace tiempo se habia reconocido que Coccidioides tiene
polimorfismo genético, su descripcion como especies separadas no ocurrid hasta el afio
de 2002 (Fisher y cols. 2002). Previamente, estos dos subgrupos simplemente eran
conocidos como variantes Californiana y no Californiana de C. immitis y en la literatura se
referia a ambas como una sola especie (Figura 2). No se ha determinado hasta el
momento teleomorfismo en el género (Sutton y cols. 1998).
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Figura 5. Arbol filogenético del genoma parcial del orden Onygenales y taxones relacionados
cercanos. Tomado de Burmester y cols. 2011.

Coccidioides spp. tiene dos etapas de vida: una parasitaria y otra saprobia. En su
forma parasitaria, en tejidos animales, forma esférulas que proliferan con forma esférica
con tamafios entre 5 y 60 um de didmetro, con una pared celular gruesa, retractil, llena en
su interior de abundantes endosporas de 2 a 4 um de diametro (Huppert y cols. 1982). La
otra parte del ciclo de vida, la fase saprobia, se lleva a cabo en la matriz del suelo en
donde forma un micelio que lleva a cabo su ciclo reproductivo asexual formando
propagulos llamados artroconidios que se dispersan facilmente a través del aire. La fase
micelial esta conformada por numerosas hifas septadas arborescentes que al fracturarse
liberan estos artroconidios de forma rectangular eliptica o esférica de paredes gruesas de
2 a4 um de diametro (Huppert y cols. 1982).
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La etapa parasitaria se desarrolla en los animales hospederos, principalmente
mamiferos. Se tienen reportes de diferentes especies afectadas de animales domésticos
como ganado vacuno (Giltner 1918, Beck 1929, Beck y cols. 1931, Stiles y cols. 1933,
Stiles y Davis 1942, Maddy y cols. 1960), ovejas, llamas, (Converse y Reed 1966,
Pappagianis 1988), gatos y perros (Straub y cols. 1961, Reed y Converse 1966, Greene
y Troy. 1995, Graupmann-Kuzma y cols. 2008). La CM también se ha identificado en
diversas especies de animales no domeésticos, en su mayoria en zooldgicos 0 en
cautiverio: primates como chimpancés (Pan troglodytes) (Vinette Herrin y cols. 2005),
gorila de montafia (Gorilla gorilla beringei) (Hood y Galgiani 1985), el macaco rhesus
(Macaca mulatta) (Converse y Reed 1966, Breznock y cols. 1975), diversas especies de
mandriles y papiones: Theropithecus gelada (Rapley y Long 1974) y Mandrillus sphinx
(Welshman y cols. 1981, Rosenberg y cols. 1984, Johnson y cols. 1998), Papio
cynocephalus anubis/Papio cynocephalus cynocephalus (Bellini y cols. 1991) y el
Mangabay gris (Cercocebus atys) (Pappagianis y cols. 1973); otras especies reportadas
como afectadas son el oso hormiguero (Orycteropus afer), el tejon (Meles meles), el
guepardo (Acinonyx jubatus), coyotes (Canis latrans), zorros (Vulpes macrotis mutica),
(Pappagianis 1988; Reed 1985); marsupiales como el canguro gigante rojo (Macropus
rufus); felinos exdticos como tigres (Panthera tigris) (Helmick y cols. 2006) y el puma
americano (Felis concolor) tanto en cautiverio (Clyde y cols. 1990) como individuos
salvajes ( Adaska 1999); mamiferos ungulados artiodactilos como el borrego cimarron
(Ovis canadensis nelsoni) (Jessup y cols. 1989), el tapir (Tapirus terrestris) y el pecari de
collar (Tayassu tajacu) (Lochmiller y cols. 1985), y perisodactilos como equinos (Terio y
cols. 2003, Higgins y cols. 2005) y el rinoceronte negro (Diceros bicornis) (Wallace y cols.
2009); otros reportes recientes reportan al armadillo (Dasypus novemcinctus) y la paca
(Cuniculus paca) (Eulalio y cols. 2000, de Macédo 2011). Se tienen también reportes de
infeccion por Coccidioides en mamiferos marinos como delfines de nariz de botella
(Tursiops truncatus gill) (Reidarson y cols. 1998), leones marinos (Zalophus
californianus) (Reed y cols. 1976; Fauquier y cols. 1996) y nutrias (Enhydra lutris) (Cornell
y cols. 1979, Thomas y cols. 1996). Existe un reporte anecdético de infeccién de
Coccidioides en reptiles (Timm y cols. 1988), aunque la mayor parte de evidencia de
campo y experimental orientan a que las serpientes de cascabel y otros reptiles
endémicos de zonas desérticas son resistentes a la infeccion por este patdgeno (Egeberg
y cols. 1966).

Diversos animales se han usado como modelos para la infeccion experimental de la
enfermedad: ratones, ratas, conejos, cobayos, primates y perros (Swatek & Omieczynski
1970; Brummer & Clemmons 1987; Bellini y cols. 1991; Sorensen y cols. 1999; Clemons y
cols. 2007).

Sin embargo, los animales salvajes principalmente relacionados en el pasado con la
presencia de Coccidioides en su ambiente natural en areas endémicas, son los roedores,
ya que se ha podido aislar el hongo a partir de sus tejidos y de sus madrigueras. Estudios
de campo previos han identificado a las ratas canguro (Dipodomys merriami), los ratones
de abazones (Perognathus baileyi, ahora Chaetodipus baileyi; y Perognathus penicillatus
intermedius, ahora Chaetodipus penicillatus), y otros mamiferos silvestres como ratones
Peromyscus eremicus, Onychomys torridus y ardillas antilope (Citellus harrisi, ahora
Ammospermophilus harrisii) (Emmons 1942; Emmons y Ashburn 1942).
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Existen reportes de aislamientos de Coccidioides directamente a partir de muestras de
suelo asociadas principalmente a madrigueras de estos heterémidos (Stewart 1932;
Emmons 1942; Egeberg y cols. 1956; Converse y Reed 1966; Lacy y Swatek 1974,
Barker y cols. 2011; Lauer y cols. 2011) y recientemente de madrigueras de armadillos en
areas endémicas de Sudamérica tropical (de Macédo 2011).

Ecologia de Coccidioides spp.

Se sabe mucho mas sobre la ecologia de Coccidioides spp. que de cualquier otro
agente etioldgico de enfermedades respiratorias. Sin embargo, Huppert acertadamente
sefalé que “nuestra mayor brecha en el conocimiento de C. immitis se debe a que este
hongo se encuentra limitado a esa distribucién natural” (Huppert 1968). Las regiones
endémicas mas importantes delineadas y estudiadas se encuentran aparentemente
limitadas a la zona baja del desierto de Sonora (Maddy 1965; Maddy y Crebelius 1960;
1967; Baptista y cols. 2007). Sin embargo, el area con tasas de incidencia y prevalencia
mas elevadas se encuentra localizada en la regibn mas meridional del Valle de San
Joaquin, en el condado Kern en California, por lo que se considera la region endémica
mas importante del mundo.

La evidencia disponible actualmente basada en andlisis filogenéticos y biogeograficos
hace evidente que este patdgeno se encuentra en suelos de América desde hace 9,000 a
140,000 afios durante el pleistoceno tardio (Fisher y cols. 2001). Reportes compatibles
con lesiones Oseas en la fauna del holoceno temprano (Morrow 2006) y restos
antropoldgicos, indican que la enfermedad probablemente era prevalente entre grupos
humanos amerindios precolombinos (Lacy y Swatek 1974; Reinhard 1985; Harrison y
cols. 1991; Reinhard y Vaughn 1992; Temple 2006).

Coccidioides spp. esta restringido a pequefas areas distribuidas en zonas desérticas
caracterizadas por escasa pluviometria y suelos halégenos (Egeberg 1964; Swatek 1970;
Swatek y Omieczynski 1970). El hongo sobrevive durante los periodos de sequia en la
profundidad del suelo, a menos de 20 centimetros de la superficie, y no aparece sobre el
suelo hasta después de transcurrida la época de lluvias entre invierno y primavera, y se
multiplica al final de la época de verano y otofio, lo que incrementa el nimero de casos.
El suelo es el habitat natural del hongo y por esto ha sido objeto de numerosos estudios
(Ajello 1967; Egeberg 1964; Huppert 1968; Fisher y cols. 2007).

Como ya se ha comentado antes, la distribucion conocida de la enfermedad fue
definida en el pasado con base a estudios epidemiol6gicos con intradermorreacciones en
humanos y animales (Gonzalez Ochoa 1967; Baptista Rosas y cols. 2007; Barker y cols.
2011). Los aislamientos en extensos muestreos ambientales han sido escasos y solo se
tienen documentados dos registros en suelo mexicano: en Hermosillo, Sonora
(Sotomayor y cols. 1960) y mas recientemente en Tecate, Baja California (Cairns y cols.
2000).

Desde la descripcion de Beck (1931) sobre el habitat de Coccidioides spp. como
saprobio en el suelo, diversas hipétesis se han postulado para tratar de explicar su
particular distribucion espacial que aparentemente limita su presencia a los desiertos del
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continente americano.

Desde hace mas de 60 afos se ha propuesto que el probable reservorio de la
enfermedad son los roedores silvestres, basandose en el aislamiento del patdgeno en 6
especies de heteromidos (Swatek 1970). Evidencia consistente sugiere que el
enriquecimiento del suelo con materia organica animal crea un medio adecuado para el
desarrollo de diferentes especies de hongos (Mantovani 1978, Hawkins 1996). Estos
hallazgos llevaron a la hipotesis de que restos organicos como las carcasas, esputos,
orina, heces y material purulento excretado por ratones infectados eran la fuente del
hongo en los suelos. Estudios posteriores han confirmado que las esférulas y
endosporas protegidas en fluidos biolégicos resisten largos periodos de tiempo incluso
cuando son expuestas a condiciones ambientales extremas (Sorensen 1964). Sin
embargo, hasta este momento, esta teoria no ha podido ser demostrada debido a los
pobres aislamientos en extensos muestreos (Maddy 1965; Swatek y cols. 1967; Maddy y
Crecelius 1967; Lacy y Swatek 1974; Grenne y cols. 2000). Sin embargo, existe alguna
evidencia histérica de tasas mas elevadas de aislamientos en inmediaciones de
madrigueras de roedores (Egeberg y Ely 1956) y cuevas de murciélagos (Krutzsch y
Watson 1978). Recientemente, después de el andlisis gendmico comparativo de
Coccidioides apoya esta evidencia ya que las enzimas y complejos proteicos de
membrana del patégeno estdn mas relacionados con la descomposicién de materia
organica animal que de plantas (Sharpton y cols. 2009).

Dipodomys spp. conforma el 80% de la biomasa animal en desiertos dentro de la zona
baja del desierto de Sonora (Blair 1981). Sin embargo, durante los periodos de lluvias, se
ha documentado la proliferacion de Perognathus spp. motivando una sucesién en la
poblaciones de estas comunidades (Mares 1981; Grenot y Serrano 1981).

Diversas especies de heterémidos estan distribuidas ampliamente en el ecosistema
desértico (Hall 1981; Price y Endo 1989; Koufopanou y cols. 1997) y en el dltimo siglo han
sido drasticamente reducidas por el desarrollo de la agricultura y la urbanizacién en el sur
de California (Thomas 1975, USFWS 1971). Las condiciones microambientales en las
madrigueras de estos roedores proveen las condiciones ideales para el desarrollo de
varias especies de hongos saprotrofos (Desmet y Cowling 1999; Jennings y Lysek 1999)
por lo que parte de los esfuerzos para la busqueda del nicho ecoldgico de Coccidioides
deben enfocarse en el andlisis de la distribucién espacial de la mastofauna en el area
endémica. Peromyscus es el roedor mas abundante y con distribucidon mas amplia en las
zonas aridas del norte del continente americano; sin embargo, algunas especies
endémicas de heterémidos como Dipodomys sp. y Perognathus sp. tienen distribuciones
bien delimitadas (Poopatanapong 1999). En muestreos en el desierto de Mojave el 95%
de los resultados de censos poblacionales en estas comunidades estaban distribuidos
solo en tres especies de roedores: Dipodomys merriani, D. panaminitus y Perognathus
inornatus. Perognatus inornatus es una especie endémica del Valle de San Joaquin que
se encuentra protegida por las leyes ambientales del estado de California.

Estas especies han demostrado variaciones temporales en la densidad de poblacion
relacionado con patrones climaticos, especificamente con las lluvias estacionales (Vale y
cols. 1989; Laabs y cols 1997). Las lluvias incrementan la disponibilidad de alimento para
los roedores; se ha observado que Perognathus sp. no lleva a cabo su ciclo reproductivo
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cuando la temperatura minima en invierno es menor al promedio y las precipitaciones
pluviales son menores al 47% a lo normal (Kenagy & Bartholomew 1985). Principalmente
son granivoros, pero también pueden desarrollar conductas oportunistas alimentandose
de la abundante vegetacion después de la época de lluvias. Sus patrones de distribucion
y abundancia parecen estar mas relacionados con las caracteristicas del sustrato del
suelo que con la cobertura vegetal (Vale y cols. 1989; Bolger y cols. 1997),
Generalmente sus madrigueras son excavadas en la base de los matorrales desérticos o
en bancos rocosos. Se ha observado simpatria con Neotoma lepida, Dipodomys
merriami, y Perognathus longimembris; es decir, que coincide su distribucion en la misma
area geogréfica y evolutiva o filogenéticamente podrian estar relacionadas, sin embargo,
esta claro que tienen diferentes nichos ecoldgicos y que estos heterémidos son mas
abundantes en ecosistemas no fragmentados (Thomas, 1975; Price y Endo 1989).

Por otro lado, Green y cols. (2004) después de estudiar la biodiversidad y la
composicién de las comunidades de hongos ascomicetos en ecosistemas de Australia,
refieren que su distribucion espacial no estd relacionada con las caracteristicas del
paisaje y que la distancia geografica de un punto de aislamiento a otro es un predictor
mas eficiente, o que orienta mas a que las condiciones a escala microscépica son mas
determinantes que interacciones con especies animales o vegetales del bioma.

Al igual que en suelos templados, en biomas desérticos la biomasa microbiana esta
dominada usualmente por hongos (Zhou y cols. 2002). De las 1.5 millones de especies
fungicas que probablemente existen, en una muestra de suelo promedio se estiman entre
100 y mas de 1000 especies distribuidas en comunidades completamente diferentes en
cuadrantes continuos de suelos (Green y cols. 2004). En las zonas desérticas de
Norteamérica se han aislado mas de 288 especies de 87 géneros distintos (States 1978;
Mueller y cols. 2004). Algunas de la especies frecuentemente encontradas son
Aspergillus ustus, A. niger, A. alliaceus, A. nivens, Ulocladium spp, Stachybotrys spp,
Fusarium semitectuum, Trimmatos troma, Chaetomium sp., Podaxis farlowii,
Gyrophragmium delelei, Geastrum sp. y Tylostoma (Jaeger 1965; Nakasone y Gilbertson
1978; Wicklow y Carroll 1981). La aparentemente falta de correlacion entre las especies
encontradas en muestras ambientales de las principales éareas afectadas por la
enfermedad puede explicarse por la biodiversidad con distribucion beta recientemente
descrita después de estudios en ecolégicos sobre ascomicetos en zonas desérticas
(Green y cols. 2004), y que estos hallazgos sugieren la contribucion de multiples habitats
en escala microbiolégica que explican la gran riqueza y diversidad de especies fungicas
en estas (Griffin 1972; Mueller y cols. 2004). Hasta el momento, no existen datos sobre
abundancia de Coccidioides spp. en los suelos de las areas afectadas (Zender y
Talamantes 2006; Fisher y cols. 2007).

El habitat o sustrato como es llamado en micologia, es altamente especifico para cada
especie (Leger y cols. 2000) y se define como el espacio fisico donde el hongo desarrolla
sus ciclos vitales, asi como el material que llena ese espacio y provee de nutrientes para
su desarrollo (Jennings y Lysek 1999). Generalmente el sustrato es heterogéneo en el
aspecto de que esta compuesto por diferentes materiales inertes mezclados en pequefas
particulas con restos organicos en diversas etapas de descomposicion. Esos pequefios
sustratos son llamados micro habitats y normalmente contienen diversas especies de
hongos, cuyo principal papel es el de descomponer la materia organica para incorporar
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los elementos fijados en ella a los ciclos biogeoquimicos del ecosistema.

La distribucidn heterogénea en un sustrato aparentemente homogéneo, se debe en
gran parte a que la actividad de descomposicion de materia organica es mas activa y
eficiente en algunas areas especiales, donde se concentra la mayor parte de biomasa
fungica, y que generalmente son ecotonos a escala microbiologica. Originalmente se han
descrito 5 areas principales: la drilosfera, la detritusfera, la porosfera, la agregaturosfera y
la rizosfera.

La informacion sobre descomposicion de restos de vertebrados en ambientes
desérticos es escasa (Andrews y Whybrow 2005). Se sabe que en general, el proceso es
dominado por sucesiones de hongos (Kendrick 2000), y esta determinado por la
disponibilidad de agua y temperaturas prevalecientes. Se ha determinado que la
proporcién de carbono y Nitrégeno (C:N) en el sustrato puede afectar la abundancia
relativa de hongos y bacterias, llegando a determinar que sustratos con razones mayores
de 30 (=C:N 30:1) favorecen al colonizacion fungica (Moore y cols. 2004). Estudios
previos sobre productividad primaria en suelos de areas desérticas de Norteamérica han
determinado proporciones C:N alrededor de 100:1, lo que nos hace proponer que en los
suelos aridos existe una alta biodiversidad fungica con redes tréficas intrincadas por
competencia de nutrientes en el sustrato (Zak y cols. 1994).

También se ha encontrado que el proceso de humificacion retrasa notablemente la
descomposicion de materia organica en esta zonas con escasa disponibilidad de agua
libre en el sustrato de suelo. Después de la exhumacion de restos cadavéricos, se ha
encontrado que miembros del genero Aspergillus se encuentra usualmente asociado a las
etapas iniciales del proceso; y al final de este, tejidos ricos en queratina como piel y
cabello, asi como tendones y huesos ricos en coldgeno pueden persistir varios afios bajo
un lento proceso de integracion al sustrato. Se ha propuesto, después del estudio de
restos 6seos de vertebrados, que probablemente las hifas penetran activamente a través
de la estructura del hueso a través de la secrecion de enzimas liticas (Hackett 1981,
Piepenbrick 1986). Se ha documentado que algunos géneros de hongos como Mucor sp.
tienen capacidad osteoclastica, es decir, de erosionar y reabsorber hueso compacto
previamente formado (Marchiafava y cols. 1974), y se ha propuesto que este efecto
probablemente sea secundario a la accidbn de colagenasas que degradan la matriz
organica, dafiando y debilitando la estructura microscoépica del tejido 6seo (Beisaw 1998).

El tejido 6seo esta compuesto por una matriz organica de colageno y una fase mineral
principalmente conformada por calcio en forma de cristales hidroxiapatita. Se ha
observado que la descomposicion del hueso durante la diagénesis es llevado a cabo
inicialmente por deterioro quimico de la fase mineral exponiendo la matriz organica a
biodegradacion por hongos colagenofilicos (Collins y cols. 2002).

Los hongos elaboran una amplia variedad de proteasas acidas, neutras y alcalinas
activas muy especificas en el sustrato donde actian (Rao y cols.1998; Leger y cols. 2000;
Brouta y cols 2002). La familia de genes Mep codifican para metaloproteasas con
actividad colagenolitica, elastinolitica y queratinolitica demostrada in vitro y con
secuencias ortélogas en diferentes especies de hongos (Schenck y cols. 1980; Rao y
cols. 1998; Brouta y cols. 2002; Parente y cols. 2005). En C. immitis se han aislado dos
proteasas extracelulares en la fase parasitaria en la diferenciacion a endospora, la
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primera con una metaloproteasa con peso molecular de 56 Kd y la segunda una aspartil
proteasa de 19 a 23 Kd, ambas con la capacidad de lisar inmunoglobulinas y gran parte de
las proteinas de la matriz extracelular como elastina, fibronectina y colageno tipo |
(Resnick y cols. 1987; Hogan y cols. 1996; Hung y cols. 2005; Tarcha y cols. 2006).

La familia de genes MEP transcriben para colagenasas en diversas especies de
hongos filamentosos filogenéticamente relacionados con Coccidioides spp. (Monod y
cols. 1993; Rao y cols. 1998; Brouta y cols. 2002), Recientemente se ha caracterizado
una colagenasa en Coccidioides que se ha implicado como factor de virulencia, y
probablemente este relacionado con la definiciébn de su microhabitat y establecimiento de
su nicho ecoldgico (Hung y cols. 2005).

Debido a que el principal componente de la materia organica en el suelo de los
ecosistemas esta compuesto por celulosa, la degradacion tiende a ser dominada por
hongos que eficientemente incorporan los elementos fijados a los ciclos biogeoquimicos
del ecosistema. Estudios previos sobre la exposicion a niveles elevados de CO2
atmosféricos en suelos de zonas desérticas del desierto de Mojave muestran cambios en
el patrén de aprovechamiento de nutrientes en el sustrato en modelos experimentales en
el campo. Se ha documentado previamente un incremento general de metabolismo
microbiano bajo condiciones elevadas de CO, atribuido a un incremento en la biomasa
microbiana en los espacios abiertos (Jin y cols. 2007).
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Justificacion del proyecto

El estudio de la biodiversidad de hongos en suelos de desiertos de Norteamérica y el
diagnoéstico molecular de Coccidioides en muestras ambientales tendra un alto impacto
en la estimacion de la situacion regional de esta enfermedad y el conocimiento general
micoldgico en estos ecosistemas.

El trabajo es relevante ya que en base a estudios epidemiologicos previos en la
poblacion residente, se sabe que Tijuana y Mexicali, centros urbanos altamente poblados
localizados en el norte del estado de Baja California, México, son areas endémicas para
Coccidioidomicosis. Sin embargo, se desconocen su prevalencia e incidencia, asi como
su morbilidad y mortalidad real en poblacién abierta en el resto del estado. La situacion
epidemioldgica actual de la Coccidioidomicosis en nuestro pais supone un gran problema
de salud publica, ya que el area endémica esta circunscrita a la frontera mas transitada
del mundo.

Este estudio es importante porque en Arizona, estado con condiciones biogeograficas
similares al area de estudio propuesta, este problema constituye la cuarta enfermedad
mas frecuentemente reportada por agente infeccioso especifico, superada solo por
enfermedades de transmision sexual y el virus de hepatitis C, por lo que desde 1997 es
obligatorio su reporte epidemioldgico a las autoridades sanitarias en ese estado de la
uniéon americana. De 1990 a 1995, el numero de casos reportados de Coccidioidomicosis
para Arizona se incremento en 144%. Este incremento significativo continué hasta
alcanzar una tasa de incidencia de 18 por 100,000 habitantes en 1997 a 42 por 100,000
en 2001. Durante 2002 y 2003, el numero de casos de Coccidioidomicosis en California
se incrementaron de 1,727 a 2,091 (CDC, Atlanta 2005). De acuerdo a la escasa
evidencia en los reportes de la Secretaria de Salud en nuestro pais, la tasa de incidencia
nacional para la enfermedad durante el periodo de 1988 a 1994 fue de 1.05 por 100,000
habitantes, con la tasa mas elevada para el estado de Nuevo Ledén con 2.94 por 100,000
habitantes (Direccibn General de Epidemiologia SSA 2005). De acuerdo a esta
informacion, Baja California tiene una tasa promedio ligeramente por arriba de la media
nacional con 1.21 por 100,000 habitantes, mientras que las tasas promedios para
California y Arizona son de 251.03 y 10.5 por 100,00 habitantes respectivamente. Sin
embargo, durante los brotes epidémicos se tienen reportadas tasas tan elevadas como
561 por 100,000.

A pesar del notable y alarmante incremento de la incidencia y reporte de casos en
Estados Unidos, en México aparentemente no se reportan pacientes con enfermedad
diseminada ni se ha incrementado la deteccién de casos en la forma esperada. Hasta el
momento, el nicho ecologico realizado y el reservorio de la CM en el ecosistema deseértico
no ha sido establecido. La diversidad fangica en suelos de zonas éaridas de Baja
California practicamente esta inexplorada.
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Hipotesis

La presencia o ausencia de Coccidioides spp. en una muestra de suelo esta
relacionada con una estructura de la comunidad fangica especifica.

Objetivos
Objetivo principal

Investigar la distribucion de Coccidioides spp. en muestras ambientales de suelo en
probables areas endémicas de Baja California, México.

Objetivos particulares

1. Estandarizar técnicas de diagnostico molecular de Coccidioides spp. en muestras
ambientales.

2. Con la informacién disponible generada previamente, evaluar la riqgueza y
diversidad de especies fungicas y su potencial relacion con la presencia o ausencia de
Coccidioides en ecosistemas desérticos.

3. Generar escenarios potenciales de cambio climéatico regional de acuerdo a la
informacion proporcionada por el Plan Estatal de Accién Climatica para Baja California.

4. Modelar la distribucién potencial del patégeno empleando puntos de identificacion
ambientales.
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Metodologia
Técnica para obtencion de muestras de suelo

De acuerdo a la informacion epidemioldgica disponible y empleando el modelo
obtenido en el analisis espacial empleando el algoritmo Genetic Algorithm for Rule Set
Production (GARP) y Sistemas de Informacion Geografica (SIG) de acuerdo al método
descrito por Baptista-Rosas y cols. (2007), se designaron dos poligonos en el estado de
Baja California, México en areas altamente endémicas para la enfermedad y dentro de los
puntos previamente sefialados por el modelo como de alta probabilidad para la presencia
del microorganismo: Valle de las Palmas (VDP) a 27 km de la ciudad de Tecate, y San
José de la Zorra (SJZ), situado a 38 km al norte de Ensenada (E). A partir de estos
puntos, se construyeron perimetros para llevar a cabo muestreos aleatorios dentro de
poligonos estimados de 150 metros por lado de acuerdo a la geografia del lugar en cada
punto de trabajo. Se estimé un tamafio minimo de muestra en base al niumero de
madrigueras de heterémidos encontradas dentro del poligono de muestreo con el fin de
estimar una tasa de infeccion de las madrigueras, tomando al menos 10 muestras por
poligono de trabajo en cada salida de campo. Se llevaron a cabo los muestreos tomando
en cuenta el modelo bioclimatico descrito previamente (Baptista-Rosas y cols. 2010) y
tomando en cuenta la Ultima precipitacion de la estacion de lluvias de cada afio,
usualmente entre los meses de Mayo a Junio, ya que de acuerdo a esto, existe una
mayor probabilidad de dispersién aérea de artroconidias coccidioidales en estas areas
endémicas. Las fechas de muestreo se definieron a partir de la relacion entre el nUmero
de casos reportados de la enfermedad en Baja California y la precipitacion media
mensual entre 1971 y 1995 donde la mayor parte de casos reportados de la enfermedad
se habian registrado en los periodos mas secos del afio, posteriores a las lluvias
estacionales de invierno (Baptista-Rosas y cols. 2010), por lo que se llevaron a cabo
trabajos de campo 8 a 12 semanas después del pico maximo de lluvia mensual
acumulada estacional registrada durante los afios 2006 a 2010.

Se tomaron muestras ambientales de suelo superficial y del acceso de madrigueras
activas y letrinas de heterémidos, asi como guaridas y escondrijos de mamiferos de
mayor tamafio. Las muestras de suelo se tomaron a 10 centimetros de la superficie del
suelo en cada una de las localidades. Por cada punto de muestreo, se colectaron 20 g. de
tierra estandarizando la técnica de muestreo de acuerdo a las recomendaciones descritas
en Mueller y cols. (2004). Se empled una cuchara plastica desechable en cada punto y se
almacend en un frasco estéril para muestras. El utensilio (pala) para retirar la tierra
superficial en cada una de las muestras fue higienizado previamente con hipoclorito de
sodio.

Los puntos de muestreo fueron recopilados en una base de datos y registrados por
medio de un Sistema de Posicionamiento Global (GPS) en coordenadas geograficas. Las
muestras fueron transportadas a temperatura ambiente y almacenadas en oscuridad
hasta su procesamiento en el laboratorio para la extraccion de acidos nucleicos.
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Caracterizacion ecoldgica y analisis del paisaje de los puntos de muestreo

La cobertura vegetal de los poligonos seleccionados para el muestreo se describio de
acuerdo a guias botanicas de campo para Baja California y al acervo de herbario de la
Universidad Autonoma de Baja California. Se llevd a cabo un muestreo nocturno con
trampas tipo Sherman para analisis de la mastofauna residente de los sitios. Las
caracteristicas de tipo de suelo se describieron de acuerdo a cartas edafolégicas basadas
en la clasificacion FAO-UNESCO 1989 (INIFAP-CONABIO 1995).

Andlisis bioclimatico y ombrotérmico

Valores de Temperatura maxima (Tmax), temperatura minima (Tmin) y precipitacion
acumulada de 1971 a 2010 obtenidas de estaciones meteoroldgicas historicas y activas
en Baja California, México fueron obtenidas del Sistema Meteorolégico Nacional (SMN) y
la Comision Nacional del Agua (CNA). Para VDP se encontraron reportes climatolégicos
de Abril a Diciembre de 1995. Para caracterizar la bioclimatologia de los puntos de
muestreo las temperaturas medias mensuales (Tm) y la precipitacion mensual promedio
(pp) fueron calculadas utilizando las bases de datos disponibles, graficando contra las
tasas de incidencia reportadas medias mensuales de para CM en Baja California
(Baptista-Rosas y cols. 2007). Se construyeron graficas ombrotérmicas de Gaussen para
estimar evapotranspiracion de la superficie del suelo de los puntos de muestreo.

El analisis ombrotérmico de Gaussen es una herramienta util para evaluar periodos
secos en los cuales pp es menos de la mitad del valor de Tm: la curva de la lluvia se
encuentra por debajo de la curva de la temperatura y el area entre las dos curvas indican
la duracion y la intensidad de la sequia (Peinado et al. 1994).
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Extraccion de DNA de muestras ambientales

La extraccion y purificacion de DNA ambiental total se obtuvo directamente de cada
una de las muestras por medio del UltraClean soil DNA isolation kit (Mobio Laboratories
Inc.) de acuerdo al instructivo proporcionado por el fabricante. Se hicieron ensayos
preliminares con otros kits para extraccion y purificacion de acidos nucleicos a partir de
muestras ambientales de suelo (ZR Soil Microbe DNA MiniPrep kit (Zymo Research) y
Power soil DNA isolation kit (Mobio Laboratories Inc.), sin embargo, se decidio este ultimo
método debido a que permitid obtener mejores rendimientos en calidad y cantidad de
DNA total obtenido. El protocolo de extraccion se resume en los siguientes pasos:

Agregar 1 g de tierra en tubo con perlas.

Agitar en Vortex ligeramente.

Agregar 60 pL de solucion S1 e invertir dos veces.

Anadir 200 uL de solucién IRS.

Agitar en Vortex por 10 minutos.

Centrifugar 30 segundos a 10,000 g.

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 2 ml.

Anadir 250 uL de solucién S2.

Agitar en Vortex durante 5 segundos.

10. Incubar a 4°C durante 5 minutos.

11.  Centrifugar durante 1 minuto a 10,000 g.

12.  Transferir sobrenadante a otro tubo limpio de 2 ml.

13. Agregar 1.3 ml de S3 a cada tubo.

14.  Agitar en Vortex durante 5 segundos.

15. Cargar 700 pL en la columna con filtro.

16. Centrifugar durante 1 minuto a 10,000 g.

17. Descartar liqguido que queda en tubo después del paso por el filtro de la
columna.

18. Repetir los pasos 15 a 17 dos veces mas.

19. Anadir 300 pL de solucion S4 a la columna con filtro.

20. Centrifugar 30 segundos a 10,000 g.

21.  Transferir columna con filtro a un tubo limpio de 2 ml.

22.  Agregar 50 pL de solucién S5.

23. Desechar la columna con filtro.

24.  Resguardar el tubo con 50 pL a -20°C

CoNoGrWNE

El DNA obtenido de la extraccion se cuantificé por espectrofotometria a 260 nm. La
calidad del DNA se verifico por electroforesis en gel agarosa al 1%, 60 minutos a 75 mV
tefiido con bromuro de etidio (BrEt; 0.1 pg/mL).
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Diagnostico molecular de Coccidioides spp. en muestras ambientales

Para reducir las posibilidades de una amplificacion inespecifica, se disefié una
estrategia empleando cebadores para amplificar una region ITS1-5.8s-ITS2 de 900 a
1000 pb del genoma fungico de organismos pertenecientes al subreino Dikarya (Figura 6)
por medio de PCR anidada. Este subreino alberga a los phyla Ascomycota y
Basidiomycota (Hibbett y cols. 2007), donde se encuentran la mayor parte de los
patégenos fungicos de importancia. Filogenéticamente, los dos filos componentes del
subreino constituyen un grupo monofilético (Lutzoni y cols. 2004; James y cols. 2006).
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Figura 6. Filogenia y clasificacion del reino Fungi. Las distancias entre los brazos del arbol no

son proporcionales a las distancias genéticas. Tomado de Hibbett y cols. 2007.
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Para llevar a cabo la PCR anidada, se emplearon para el primer paso de amplificacion
los oligonucledtidos disefiados por Martin & Rygiewicz (2005): NSA3 (5'-
AAACTCTGTCGTGCTGGGGATA-3') y NLC2(5-GAGCTGCATTCCCAAACAACTC-3)
Para el segundo paso de la PCR anidada se emplearon los oligonucleétidos NSI1 (5’-
GATTGAATGGCTTAGTGAGG-3) y NLB4 (5-GGATTCTCACCCTCTATGAC-3’)
utilizando como templado 1uL del producto de la reaccion previa (Figuras 7 y 8). Para
cada reaccion se emplearon 2.5 mM MgCl,, 0.6 uM de cada cebador, 0.2 mM de cada
dNTP, 5x GoTaqg Flexi buffer colorless (Promega BioSciences, San Luis Obispo, CA) y 1U
GoTaq Flexi polymerase (Promega BioSciences, San Luis Obispo, CA).

Condiciones de reaccién PCR anidada para un volumen final de 20 uL.

Reactivo Volumen (pL)
DNA templado 1.0
dNTPs MIX 2.5 mM 15
oligonucledtido Foward 10 uM 1.25
oligonucledtido Reverse 10 uM 1.25
GoTaq Flexi polymerase (5 U/ L) 0.25
MgCl, 25 mM 2.0
5x GoTag Flexi buffer colorless 4.0
H,O HPLC 8.75

En este paso es importante sefialar que hay que poner especial atencién en utilizar el
buffer SIN COLORANTE (GoTaq Flexi polymerase 5x buffer colorless), ya que los
productos obtenidos de la PCR anidada fueron utilizados como templado para realizar el
analisis de estructura de la comunidad fungica mediante geles desnaturalizantes, y
alguna de las sustancias empleadas en el buffer Green Go Tagq, inhiben la adecuada
migracion de bandas de tamafio muy cercano, con diferencias de solo algunas pares de
bases. Se recomienda utilizar solucién buffer colorless convencional y utilizar loading dye
en relacién 1:5 volimenes para realizar electroforesis control al final del proceso.

Para llevar a cabo la reacciébn se emplearon termocicladores Multigene Il (Labnet
International Inc.) y MJ Mini™ (Bio Rad), ambos equipados con sello caliente en la tapa.
Los ciclos para la amplificacion para la PCR anidada fueron los siguientes: 1 ciclo de
95°C durante 2 minutos; 35 ciclos con 95°C durante 45 y 30 segundos para la primera y
segunda reaccion respectivamente, 60°C por 40 segundos y 30 segundos para la primera
y segunda reaccion respectivamente 72°C durante 60 segundos; y finamente 1 ciclo de
extension final a 72°C por 5 minutos.
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Figura 7. Diagrama de localizacién en el genoma fungico de los oligonucle6tidos empleados
en este trabajo para amplificar las regiones ITS 1 e ITS2 del genoma fangico y un amplicén de
170 pb especifico para el género Coccidioides. Las distancias estan representadas en pares de
bases. Unidad pequefia ribosomal (18S), LSU: Unidad mayor ribosomal (28S); ITS: Region
espaciadora intergénica. Adaptado de Martin & Rygiewics 2005.
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1 ggaagtaaaa gtcgtaacaa gotttccgta ggtgaacctg cggaaggatc attaaagtgg
61 cgtccggctg cgcacctccc ccgcgggggat cgcgeggtec gtacctccca cccgtgttta
121  ctgaactatt gttgccttgg caggcctgcc gggcctetgg ctgccgggga tcgcecgcect
181  tgcgcggegt cccgggcgceg cgcctgecag tggatcaatt gaactcttat gtgaagattg
241  tcagtctgag catcatagca aaaatcaaac aaaactttca acaacggatc tettggttce
301 ggcatcgatg aagaacgcag cgaaatgcga taagtaatgt gaattgcaga attccgtgaa
361  tcatcgaatc tttgaacgca cattgcgccc tctggtattc cggggggcat gcctgttcga
421  gcgtcattge aaacﬁ & gtgtgttggg ccaacgtccc cgcttgtgtg
481  gacgggcctg aaatgcagtg gcggcaccga gttcctggtg tctgagtgta tgggaaatca
541  cttcatcgct caaagacccg atcggggccg atcttttttt tttttaatat ccggtttgac
601 ctcggatcag gtaggagtac ccgctgaact taagcatatc aataagcgga ggaaaagaaa
661 ccaacaggga ttgcctcagt aacggcgagt gaagcggcaa aagctcaaat ttgaaatctg
721  gctccatgeg gagcccgagt tgtaatttgg agaggacact tcgggtgcgg ccacggcata
781  agttccttgg aacaggacgt catagagggt gagaatcccg tetttggcetg ctggaccgcg
841 cccatgcgaa gttccttcga cgagtcgagt tgtttgggaa tgcagctcta agtgggtggt
901 aaatttcatc taaagctaaa tattggccgg agaccgatag cgcacaagta gagtgatcga
961 aaggttaaaa gcaccttgaa aagggagtta aatagcacgt gaaattgttg aaagggaagc
1021 gcttgcaacc agactcggtc gtgggggctc agcgggcatg agtgcccgtg tactccccca
1081 tgctccgggce cagcatcagt tctggcggatt ggttaaaggc ctctggaatg tatcgtcctc
1141 cgggacgtct tatagccagg ggcgcaatgc ggccagccgg gactgaggaa cgcgcttcgg
1201 cacggatgct ggcataatgg ttgtaagcgg cccgtcttga aacacggacc
Coccidioides posadasii (B)

1 ggaagtaaaa gtcgtaacaa gotttccgta ggtgaacctg cggaaggatc attaaagtgg
61 cgtccggctg cgcacctccc ccgecgggggt tcgcgeggate cgtacctccc acccgtgttt
121  actgaaccat tgttgccttg gcaggcctgce cgggcctceg gctgeecgggg atcgcccgcec
181  ttgcgcggceg tcccgggcege gcgcctgeca gcggatcaat tgaactctta tgtgaagatt
241  gtcagtctga gcatcatagc aaaaatcaaa
301
361
421  agcgtcattg gccaacgtcc ccgcttgtgt
481  ggacgggcct gaaatgcagt ggcggcaccg agttcctggt gtctgagtgt atgggaaatc
541  acttcatcgc tcaaagaccc gatcggggcc gatctctttt ttttatttta tccggtttga
601 cctcggatca ggtaggagta cccgcetgaac ttaagcatat caataagcgg aggaaaagaa
661 accaacaggg attgcctcag taacggcgag tgaagcggca aaagctcaaa tttgaaatct
721  ggctccatgc ggagcccgag ttgtaatttg gagaggacac ttcgggtgeg gccacggcat
781  aagttccttg gaacaggacg tcatagaggg tgagaatccc gtctttggct gctggaccgc
841 gcccatgcga agttccttcg acgagtcgag ttgtttggga atgcagctct aagtgggtgg
901 taaatttcat ctaaagctaa atattggccg gagaccgata gcgcacaagt agagtgatcg
961 aaaggttaaa agcaccttga aaagggagtt aaatagcacg tgaaattgtt gaaagggaag
1021 cgcttgcaac cagactcggt cgtgggggct cagcgggcat gcgtgeccgt gtactccccc
1081 atgctccggg ccagcatcag ttctggcgat tggttaaagg cctctggaat gtatcgtcct
1141 ccgggacgtc ttatagccag gggcgcaatg cggccagcecg ggactgagga acgcgcttcg
1201 gcacggatgc tggcataatg gttgtaagcg gccecgtcttg aaacacggac c

Figura 8. Secuencias de Coccidioides immitis AB232894 (A) y Coccidioides posadasii AB232901
(B) (Nucleotide database Genebank NCBI) que contienen parte de RNAr 18s, ITS1, RNAr 5.8S
mostrado en color Gfi§), ITS2, y RNAr 28S. Los cebadores ITS2F (color [figenta) e ITS2R (color
azul) amplifican un producto de 170 pares de bases (mostrado en color amarillo).
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Se emple6 como control positivo DNA gendmico de Coccidioides posadasii
proporcionado por M. Orbach de la Universidad de Arizona y G. Gonzalez de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledon. Como control negativo se usé DNA gendmico de
Neurospora crassa cepa N1 FGSC #988 disponible en el laboratorio de M. Riguelme,
Departamento de Microbiologia CICESE y como control blanco agua desionizada esteéril
(dH20).

Para comprobar el producto de amplificacion se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 2%, 45 mV por 80 minutos, obteniendo productos de 900 a 1000 pb. Las
amplificaciones exitosas fueron diluidas 1:10 y se usé 1 pl para posteriormente emplearse
como templado para la identificacion molecular de Coccidioides spp. empleando
oligonucledtidos fungicos ITS2F (5-CATCATAGCAAAAATCAAAC-3’) e ITS2R (5'-
AGGCCCGTCCACACAAG-3’) especificos para amplificar una secuencia de 170 pb en la
region ITS2 descrito segun la técnica de Binniker y cols. (2007).

Condiciones de reaccion PCR final para identificacion de Coccidioides para un
volumen final de 25 pL.

Reactivo Volumen
(ML)

DNA templado 2.0
dNTPs MIX 10 mM 2.5
ITS2F (oligonucledtido Foward) 1.25
ITS2R (oligonucledtido Reverse) 1.25
MgCl, 25 mM 2.5
5x Green GoTagq Flexi buffer 5.0
GoTaq Flexi polymerase 0.25
H,O HPLC 14.75

Los ciclos para la amplificacién por PCR fueron los siguientes: 1 ciclo de 95°C durante
10 minutos; 45 ciclos con 95°C por 10 segundos, 59°C durante 15 segundos, y 72°C por
20 segundos; y finalmente 1 ciclo a 72°C durante 10 minutos (1 ciclo). Como controles
para la PCR de diagnéstico, los productos de las reacciones controles obtenidos de la
PCR anidada fueron usados como templado.

Se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiida con BrEt 0.1 pL/ml a 75
mV durante 80 minutos, esperando un producto de 170 pb (171 pb para C. immitis y 179
pb para C. posadasii especificamente, aunque se requiere una electroforesis en gel de
poliacrilamida para tener la resolucion adecuada para visualizar esta diferencia de 8 pb).
A pH 8.5 5x Green GoTaq Flexi buffer contiene colorantes azul y amarillo que permiten
visualizar la migracién de los &cidos nucleicos durante la electroforesis. El colorante azul
migra a la misma velocidad que los fragmentos de DNA de 3-5 kb en un gel de agarosa
al 1%. El colorante amarillo migra a una velocidad menor a 50 pb. Las bandas obtenidas
como positivas fueron cortadas de la matriz del gel con una hoja de bisturi estéril y el
DNA amplificado fue purificado empleando QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
Germantown, MD) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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Protocolo para purificacion de DNA de gel de agarosa
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Pesar un tubo tipo Eppendorf de 1.5 ml en bascula granataria.

Anotar el peso del tubo en mg.

Cortar la banda de gel de agarosa y pesar.

Calcular el peso de la banda conteniendo el DNA por diferencia de pesos.

Agregar 3 volumenes de solucion amortiguadora QG por cada volumen del gel
(100 ug=100 pL) si el color de la mezcla es naranja o violeta, anadir 10 uL de acetato de
sodio (CH3COONa ) 3M pH 5.0 y mezclar. El color de la mezcla se tornard amarillo.

6. Incubar a 50°C por 10 minutos (hasta que el gel se haya disuelto completamente).
Para ayudar a disolver mas rapidamente, vortear el tubo cada 2 o 3 minutos durante la
incubacion. Para geles mayores al 2%, incrementar el tiempo de incubacion.

7. Después de que el gel se haya disuelto completamente, checar que el color de la
mezcla sea amarillo (similar a la solucidbn amortiguadora QG, donde se disolvio la
agarosa). Si el color de la mezcla es naranja o violeta, afiadir 10 yL de CH3;COONa 3M
pH 5.0 y mezclar. El color de la mezcla se tornara amarillo.

8. Anadir un volumen de isopropanol y mezclar.

9. Colocar en la columna de didlisis QIA quick spin.

10.Centrifugar por un minuto a 17,900 g (13,000 rpm).

11.Descartar el liquido en el fondo del tubo.

12.El maximo volumen de la columna es 800 yL. Para muestras mayores repetir este
paso las veces necesarias

13.Anadir 0.5 mL (500 uL). de solucién amortiguadora QG a la columna, centrifugar un
minuto a 17,900 g y descartar el liquido.

14.Para lavar, agregar 0.75 ml (750 uL) de solucion amortiguadora PE y reposar de 2
a 5 minutos.

15.Centrifugar por un minuto a 17,900 g.

16.Colocar la columna en un tubo limpio de 1.5 ml tipo Eppendorf.

17.Colocar 50 uL de solucion amortiguadora EB (Tris HCL 10 mM pH 8.5) o dH,0 en
el centro de la membrana de la columna, dejar reposar un minuto y centrifugar por un
minuto a 17,900 g.

18.Si se desea mas concentrado el DNA, agregar 30 uL de solucion amortiguadora,
dejar reposar un minuto y centrifugar durante un minuto a 17,900 g

19.Si se desea verificar la presencia y calidad del DNA purificado, se analiza en un gel
de agarosa al 1% tedido con BrEt 1 uyL/ml agregando un volumen de Promega
Blue/orange Loading Dye 6X (Promega BioSciences, San Luis Obispo, CA) a 5
volumenes de DNA purificado, mezclando la solucién por pipeteo y corriéendose por
electroforesis a 60 mv durante 60 minutos.

arnE

Una vez lograda la extraccién y purificacion de los productos de PCR finales, se
llevaron a cabo reacciones de secuenciacién por Eton Bioscience Inc. y Retrogen Inc.,
San Diego, CA. Para las reacciones de secuenciacion se emplearon los cebadores ITS2F
e ITS2R previamente descritos. Las secuencias resultantes fueron editadas manualmente
usando el software CodonCode Aligner (CodonCode Corporation Dedham, MA) y Mega
5.05 (Tamura y cols. 2011), para posteriormente analizarse empleando BLAST, alinearse
empleando ClustalX y compararse para identificacion con la base de datos de Genebank
(National Center for Biotechnology Information, Rockville Pike, Bethesda MD).
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Analisis espacial de distribucion potencial de Coccidioides en
Norteameérica

Modelacion de nicho ecoldgico

Se llevaron a cabo experimentos in silico para modelar la distribucién potencial del
patégeno utilizando coordenadas espacialmente georeferidas de puntos de identificacidén
de presencia del patégeno obtenidos durante el proyecto, y empleando bases de datos de
variables climéticas Unicamente para poder tener una referencia visual de la distribucion
potencial actual mas fidedigna de Coccidioides. Para modelacion del probable nicho
ecologico se utilizo el software Genetic Algorithm for Rule-set Prediction (GARP) usando
para tal efecto Desktop Garp version 1.1.6 desarrollado por University of Kansas
Biodiversity Research Center. Se emplearon 11 variables ambientales: datos topograficos
proporcionadas por United States Geological Survey (USGS) y datos climéticos
promedios anuales de diversos parametros obtenidos de The Intergovernmental Panel on
Climate Changes; también se emplearon registros histéricos de muestreos ambientales
positivos descritos por Sotomayor & Madrid (1960) y Swatek (1970) y puntos de
aislamientos o identificacion molecular de Coccidioides en muestras ambientales de
suelo:; de esta manera se obtuvieron modelos predictivos con los cuales se analizé
espacialmente y se buscaron puntos con mayor concordancia por método de
sobreposicion de imagenes con SIG de acuerdo al método descrito por Baptista y cols.
(2007).

Andlisis del paisaje de los puntos de muestreo

Empleando imagenes satelitales se llevd a cabo la interpretacion espacial de los
puntos de muestreo durante el trabajo, tanto para VDPy SJZ, Baja California, México. Se
analizaron con diferentes resoluciones y escalas empleando una imagen Landsat para
VDP cortesia de Landsat image archive (glovis.usgs.gov); e imagenes satelitales de alta
resoluciébn obtenidas en el afio 2008 cortesia de Digital Globe Image Library
(www.digitalglobe.com). Los poligonos de puntos de muestreo para Coccidioides fueron
georeferidos espacialmente a partir de las coordenadas obtenidas durante el trabajo de
campo para situar especialmente los puntos de identificacion de presencia de
Coccidioides en muestras ambientales de suelo. Por lo que respecta a SJZ se empled
una magen Landsat con una vista general cortesia de Landsat image archive (glovis.
usgs.gov) y otra imagen satelital de alta resolucion del afio 2008 cortesia de Digital Globe
Image Library (www.digitalglobe.com) para representar el poligono con los puntos de
muestreo. Para el andlisis espacial se emplearon softwares ENVI 3.4 (Research Systems,
Inc. 2000), ArcMap 9.1 y ArcGIS 10 ESRI (Redlands, CA. Environmental Systems
Research Institute, 1992-2005.

Proyecciones futuras de distribucion potencial y tasas de incidencia de
Coccidioidomicosis relacionadas al Cambio Climéatico Regional

Mediante la colaboracion del Programa Estatal de Accion ante el Cambio Climatico
para el Estado de Baja California (PEACC BC), se obtuvieron bases de datos escaladas
con mayor resolucion espacial para generar modelos de distribucion potencial y analisis
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bioclimaticos con escenarios futuros a 40 y 80 afios con dos tendencias de baja y alta
emision de gases de efecto invernadero.
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Analisis para explorar la biodiversidad fungica en muestras
ambientales

Para explorar la biodiversidad fangica en las muestras obtenidas se propuso llevar a
cabo estrategias disefiadas con técnicas de biologia molecular y ecologia microbiana sin
emplear aislamiento por cultivo convencional debido a su reproductibilidad y alto
rendimiento (Smith y cols. 1999; Kennedy y Clipson 2003; Takada y cols. 2010). La
diversidad genética de la comunidad fangica se evalu6 mediante estimacion de la
heterogeneidad del DNA de toda la comunidad microbiana a partir de los productos
obtenidos de la PCR anidada, ya que el DNA recuperado representa el acervo genético
de toda la comunidad fungica de Ascomicetos y Basidiomicetos (Atlas y Bartha 2005).

Para explorar la biodiversidad fungica en muestras ambientales en areas endémicas
para Coccidioides spp., nos propusimos llevar a cabo electroforesis en gradiente con
geles desnaturalizantes para analizar la diversidad genética de poblaciones microbianas
complejas.

Electroforesis en gradiente con geles desnaturalizantes

A partir de los productos obtenidos en la amplificacion de la region ITS1-5.8s-ITS2 de
la PCR anidada se propuso realizar electroforesis con geles desnaturalizantes de
poliacrilamida para separar los fragmentos de DNA que han sido amplificados
previamente por PCR anidada y representan la estructura de la comunidad fangica del
subreino Dikarya en cada punto de muestreo. Este enfoque ayudaria a comprender la
diversidad genética de las poblaciones microbianas no caracterizadas y nos permitiria
explorar si existe un patrén respecto a la estructura de la comunidad fungica y la
presencia o ausencia de Coccidioides spp. en un punto dado.

La técnicas empleadas para llevar a cabo este analisis fueron electroforesis en geles
desnaturalizantes con gradiente quimico de urea y formamida, y la electroforesis en geles
desnaturalizantes por temperatura (DGGE y TGGE por sus siglas en inglés
respectivamente) de acuerdo a las recomendaciones de Green y cols. (2009).

Los productos obtenidos del primer paso de la PCR anidada fueron preparados
utilizando el protocolo descrito previamente y empleados como templado para llevar a
cabo un paso de PCR para colocar colas de GC de 40 pb en el extremo 5 de los
amplicones, con el fin de tener un clamp o pinza que facilita la migracién y diferenciacion
de diferentes productos con 1 o 2 pb diferentes en la secuencia. Se emplearon los
oligonucledtidos fungicos NLB4 (5-GGATTCTCACCCTCTATGAC-3’) disefiado por
Martin & Rygiewicz (2005) e ITS3GC (5-
CGCCCGCCGCGCCCCGLCGLCCCGGLLCCGLCCGCLCCCCGCCCCATTCCCCGTTACCCG
TTG-3') (May y cols. 2001; Nikolcheva y cols. 2005) para amplificar una secuencia
esperada de 500 a 600 pb.
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Condiciones de reaccién PCR GCclamp para un volumen final de 50 pL.

Reactivo Cantidad (pL)
DNA templado 2.0
dNTPs MIX 10 mM 1.0
oligonucleétido sentido 10 uM 1.0
oligonucledtido antisentido 10 uM 1.0
MgCl, 25 mM 3.0
BSA 10X 3.0
5x Colorless GoTaq Flexi buffer 5.0
GoTaq Flexi polymerase 0.5
H,O HPLC 33.5

Los ciclos para la amplificacion por PCR fueron los siguientes: Un ciclo a 95°C durante
10 minutos, 35 ciclos con 95°C por 30 segundos, 60°C por 40 segundos, y 72°C durante
40 segundos; y finalmente un ciclo de 72°C durante 5 minutos.

Para comprobar que la amplificacion resultara exitosa, se cargaron directamente 5 yL
de los productos obtenidos realizando una electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiida
con BrEt 0.1 yL/ml a 75 mV durante 80 minutos, esperando un producto de 600 pb.

Al final se deberian obtener 45 uL de productos listos para corrida, que pueden
emplearse en dos experimentos para correr geles naturalizantes (20 uL cada uno).

Preparacién de geles de poliacrilamida con condiciones desnaturalizantes

Gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante 40-100% con urea Yy
formamida para DGGE.

1. Limpiar los vidrios (160 mm de largo por 1 mm de espesor) y los espaciadores con
etanol al 96%.

2. Prepara una cara del vidrio con gelbond.

3. Poner agua para determinar el lado hidrofébico que fue tratado con gelbond.

4. Colocar los espaciadores y el vidrio pequefio. Colocar los broches a cada lado,
alinear perfectamente. Ajustar los broches firmemente.

5. Preparar las soluciones de acrilamida-bisacrilamida y la solucion desnaturalizantes
al 0%.

6. Preparadas las soluciones se ponen en reposo en una cama con hielo.

7. Adicionar el Temed (N’, N’ ,N’ ,N’-tetrametil-etilenodiamonio) y mezclar.

8. Asegurar que las llaves de paso de los compartimentos de la camara vertical de
electroforesis este cerradas y la bomba peristaltica detenida.

9. Adicionar 38 pL de APS a la solucion altamente desnaturalizante, mezclar y poner
en el primer compartimiento.

10.Adicionar 38 uL de APS a la solucién media desnaturalizante, mezclar y poner en
el segundo compartimiento.

11.Encender la bomba peristaltica a baja velocidad y abrir al mismo tiempo las llaves
de paso de las camaras.
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12.Cuando estén vacios los compartimentos cerrar la llave.

13.Adicionar 18 pyL de APS a la solucion 0% desnaturalizante, mezclar y poner en el
primer compartimiento.

14.Encender la bomba peristéltica a baja velocidad.

15. Al terminar de adicionar la solucion 0% despolarizante, se coloca el peine.

16.Dejar polimerizar el gel durante 2 horas y posteriormente en reposo durante 12
horas a temperatura ambiente cubierto con plastico e polivinilo para evitar que se
deshidrate.

% Volumen Solucién Solucién Temed APS
desnaturalizante final desnaturalizante  desnaturalizante ML ML
0% (ml) 100% (ml)

0 6 6 - 6 18
40 12 7.20 4.8 12 38
42 12 6.95 5.05 12 38
44 12 6.70 5.30 12 38
46 12 6.50 5.50 12 38
48 12 6.25 5.75 12 38
50 12 6.00 6.00 12 38
52 12 5.75 6.25 12 38
54 12 5.50 6.50 12 38
56 12 5.30 6.70 12 38

Gel de poliacrilamida desnaturalizante 100% con urea y formamida para TGGE

1. Limpiar los vidrios (160 mm de largo por 1 mm de espesor) y los espaciadores con
etanol al 96%.

2. Prepara una cara del vidrio con gelbond.

3. Poner agua para determinar el lado hidrofébico que fue tratado con gelbond.

4. Colocar los espaciadores y el vidrio pequefio. Colocar los broches a cada lado,
alinear perfectamente. Ajustar los broches firmemente.

5. Preparar solucién de acrilamida-bisacrilamida con urea 6M y formamida al 25%.

6. Preparadas la solucion se pone en reposo en una cama con hielo.

7. Adicionar 38 uL de APS

8. Adicionar 12 uL Temed (N’, N’, N’, N’-tetrametil-etilenodiamonio) y mezclar.

9. Encender la bomba peristaltica a baja velocidad y abrir al mismo tiempo las llaves
de paso de las camaras.

10. Al terminar de adicionar la solucién se coloca el peine.

11.Dejar polimerizar el gel durante 2 horas y posteriormente en reposo durante 12
horas a temperatura ambiente cubierto con plastico e polivinilo para evitar que se
deshidrate.

Los geles se prepararon 12 horas antes de su uso y fueron envueltos en plastico de
polivinilo dejandolos en reposo a temperatura ambiente. Una vez realizado esto, los
pozos del gel de poliacrilamida se lavaron mediante pipeteo vigoroso inicialmente con
agua destilada y posteriormente una vez introducido el chasis con los geles en el equipo
de TGGE se lavaron los pozos con buffer de carga TAE 1x.
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Preparacion de equipo de electroforesis para corrida

1. Llenar la camara de electroforesis del equipo TTGEK-2401-220 Temporal
Temperature Gradient Gel Electrophoresis System (C. B. S. Scientific Company Inc. San
Diego, CA) con 24 litros de TAE1Xx.

2. Encender el equipo de electroforesis durante dos horas hasta alcanzar una
temperatura de 60°C.

3. RETIRAR LA PARTE INFERIOR DEL SELLO DE GOMA DE LOS VIDRIOS

4. Cambiar los broches de fijacion por los broches de sujecion del chasis.

5. Colocar los geles de acrilamida con gradiente desnaturalizante en el recipiente de
la camara de electroforesis.

6. Calentar del gel corriendo 125 V durante 10 minutos SIN MUESTRAS
CARGADAS.

7. Mezclar las muestras obtenidas de la PCR anidada con colas de GC (ITS1-5.8s-
ITS2+GCclamp) con 4 yL el amortiguador de carga (relaciéon 1:5). Es importante evitar
emplear marcas comerciales que contengan Ficoll, ya que impide la adecuada migracion
de los productos en el gel.

8. Llenar cada uno de los carriles del gel con 20 uL de las muestras problema (ITS1-
5.8s-ITS2+GCclamp).

9. Colocar los cables de la fuente de poder de la cAmara de electroforesis e iniciar a
125 V por 5 minutos. Posteriormente bajar a 75V por 18 horas.

10.En el caso de emplear un gel con gradiente desnaturalizante 40-100% con Urea-
Formamida la temperatura sera constante (60°C).

11.En caso de de emplear un gel desnaturalizante 100% de Urea-Formamida la
temperatura tendra un gradiente de 55 a 65 °C en 18 horas.

Revelado del gel de poliacrilamida

1. Retirar los broches y los vidrios, cuidando de no dafar el gel.

2. Con la parte del gel hacia arriba colocarlo en la charola con 200 ml de destilada
para quitar los restos no polimerizados de acrilamida y el exceso de urea.

3. Agitar a 26 rpm por 15 minutos.

4. Colocar el agua destilada en un vaso de precipitado.

5. Agregar 200 ml de solucion de bromuro de etidio al 10 %.

6. Agitar por 15 minutos a 26 rpm.

7. Lavar el gel por 10 minutos con agua destilada y disponer de los desechos
adecuadamente en un envase especial de acuerdo a normatividad.

8. Retirar el gel de la charola apoyandose con un vidrio de soporte.

9. Visualizar el gel bajo observacion directa con luz ultravioleta y proceder a foto
documentar.

Una vez obtenidos los productos se cargaron 20 yL mezclados con 1 uL de buffer de
carga 6X en el gel de poliacrilamida al 6% previo calentamiento a 45°C del buffer de
corrida. Se llevo a cabo en geles de poliacrilamida empleando un gradiente de 45 a 60°C
en 18 horas. Una vez terminada la corrida, se apaga el equipo y las alarmas, se saca el
chasis de la inmersion en TAE 1x y se procede a quitar los vidrios con mucho cuidado
para no rasgar el gel, marcando el extremo inferior derecho como referencia. Se lavan
mediante agitacion gentil en agua destilada durante 15 minutos y se dejan revelando en
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una solucion con Bromuro de etidio 10% durante 15 minutos, se enjuaga nuevamente con
agua destilada durante 10 minutos y se procede a su observacion y foto documentacion
bajo luz ultravioleta para ver el patron de bandas.

Se propuso cortar del gel las bandas mas caracteristicas de cada uno de lo patrones
encontrados, tomando en cuenta intensidad de la banda, que se interpretara como reflejo
de abundancia de especies y por la tanto dominantes en cada una de las muestras
procesadas. Las bandas cortadas del gel de poliacrilamida serian purificadas y
secuenciadas para comparar con las bases de datos disponibles para identificar por
taxdn, y construir una estructura de la comunidad en cada una de las muestras,
analizando la asociacion entre especies y la similitud entre comunidades de acuerdo a los
criterios comentados mas adelante.

Analisis de la comunidad fungica

La comunidad es un nivel de organizacion natural que incluye todas las poblaciones
de un area dada y en un tiempo dado, la comunidad y el medio ambiente no viviente
funcionan juntos como un sistema ecoldgico o ecosistema. A nivel microbiolégico, una
comunidad es una unidad relativamente independiente compuesta por microorganismos
gue viven interactuando de una u otra manera de manera intra e interespecifica. Como en
otras comunidades bidticas, los miembros estan especializados en tareas particulares
como productores, consumidores y descomponedores, organizados en una compleja red
trofica. Una manera de analizar la estructura de la comunidad es el empleo de indices
gue nos arrojan informacion valiosa sobre su estructura, diversidad, riqueza y similitud
entre diferentes comunidades que puede ser interpretada en el contexto de nuestro
analisis.

Curvas de acumulacion de filotipos

Para los fines de este trabajo, debemos entender como filotipo a la secuencia
distinta obtenida de la amplificacién de la region ITS1-5.8s-ITS2 del genoma fungico de
ascomicetos y basidiomicetos a partir de acidos nucleicos obtenidos de muestras
ambientales de suelo. Cada filotipo diferente potencialmente nos representa un individuo
distinto a nivel taxondmico. La relacién entre el numero de filotipos observados y el
esfuerzo del muestreo nos da informacion sobre la estructura de la comunidad fungica
gue desea estudiarse (Escalante 2007). Esto puede graficarse mediante el método de
acumulacion que consta en representar en el eje de las X el esfuerzo de trabajo mediante
el nimero de muestreos en el campo y en el eje de las Y el nUmero acumulativo de
filotipos observados. Este método representa la calidad del muestreo, ya que cualquier
ecosistema contienen un numero finito de individuos, los cuales pueden ser
representados mediante muestreos continuos que eventualmente alcanzaran el nimero
de filotipos de la poblacion, representado en la grafica como una asintota paralela al eje
de la x minetras se desplaza hacia la derecha. En la mayoria de los estudios publicados
sobre analisis de comunidades microbianas en la literatura disponible no se alcanza la
asintota de las curvas debido a la enorme diversidad que existe (Escalante 2007).
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Curvas de Rarefaccion

Este método ha sido adoptado recientemente por varios microbiélogos en el
estudio de comunidades fungicas (Schloss y cols. 2005, Unterseher, Porras-Alfaro y cols.
2011). Las curvas de rarefaccion estiman la diversidad documentada entre los lugares
gue no han sido explorados equitativamente. Para poder comparar de manera mas
uniforme dos lugares de muestreo con diferentes tamafios de muestras obntenidos
durante el trabajo de campo, este método consiste esencialmente en obtener
subpoblaciones de la poblacion mayor y estimando la diversidad en estos conjuntos mas
pequefios. La curva de rarefaccion representa la variacion en el valor esperado de
diversidad de individuos, o filotipos en nuestro caso de estudio, de acuerdo al tamafio de
la muestra obtenida (Ricklefs y Miller 2000, Escalante 2007).

Estimacién de diversidad de especies fungicas

La diversidad de una comunidad depende de numero de especies, que definimos
como riqueza, y de la equitatividad o abundancia relativa de éstas (Escalante 2007). Los
indices de diversidad son importantes pues nos permiten determinar la riqueza de una
zona en relacion con la ausencia o presencia de una especie de interés, que en este caso
es el hongo patdégeno Coccidioides spp y las similitudes de las poblaciones de
comunidades de diferentes muestras obtenidas durante el trabajo de campo.

Métodos paramétricos

Los estimadores paramétricos analizan el namero de filotipos potenciales no
documentados en la poblacién al ajustar los datos mediante métodos estadisticos. En
estudios de comunidades microbianas, los algoritmos empelados con mayor frecuencia
son los modelos lognormal y Poisson (Escalante 2007). Al ajustar variables de cuerdo a
este metodo pueden obtenerse el polinomio que modela, con el mejor ajuste, obteniendo
un coeficiente de regresion R cercano a 1.0 en el mejor de los casos. Sin embargo,
algunos de los problemas de estos métodos es la presuncién previa de la distribucion
potencial de abundancia. A pesar de que muchas comunidades parecen tener una
abundancia con distribucion aleatoria, persiste la controversia sobre el modelo que se
ajusta mejor en comunidades fungicas (Quesada-Moraga Yy cols. 2007, Unterseher y cols.
2008, Vacher y cols. 2008, Unterseher y cols. 2010). El problema es la ausencia de bases
de datos sobre diversidad y abundancia, por lo que no esta claro si estos modelos se
ajustan a la distribucion real en el estudio de hongos ambientales. Otra limitacion
aparente es que los estimadores paramétricos requieren grandes series de datos sobre
abundancia para evaluar los parametros de la distribucibn y en el caso de
microorganismos las series de datos mas grandes que existen incluyen soélo algunos
cientos de individuos (Unterseher y cols. 2008, Unterseher y cols. 2010).

Estimadores no paramétricos

Los métodos no paramétricos estiman mediante métodos estadisticos diferentes a las
filotipos abundantes en relacion con las especies infrecuentes. La medida que se emplea
con mayor frecuencia a través de esta metodologia es el indice de diversidad de
Simpson (D), el cual calcula a partir de la proporcién de filotipos diferentes i que
contribuyen al total de la muestra, donde el limite superior S se refiere al numero total de
filotipos en la poblacion estudiada (Escalante 2007), donde:
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D=1-5(pi)?

El resultado varia entre 0 y 1, donde valores cercanos a 1 indican que sé6lo unas pocas
especies predominan en la muestra, mientras que los valores cercanos a 0 nos indican
mayor riqueza de especies en una muestra.

El indice de Shannon o indice de Shannon-Weaver (H’) calcula la probabilidad de
predecir la especie de un individuo tomado al azar de la comunidad, donde:

H'=-3pi.Inpi

Donde pi = proporcion de individuos de la especie i respecto al total de individuos (es
decir la abundancia relativa de la especie i). De esta forma, el indice contempla la
cantidad de especies presentes en el area de estudio (riqueza de especies), y la cantidad
relativa de individuos de cada una de esas especies (abundancia).

El resultado se expresa con un niumero positivo, que en la mayoria de los ecosistemas
naturales varia entre 1 y 5, donde el indice va de 0 para comunidades con una sola
especie hasta valores altos para comunidades con muchas especies, cada una con pocos
individuos (Escalante 2007). Excepcionalmente puede haber ecosistemas con valores
mayores (bosques tropicales, arrecifes de coral) o menores (algunas zonas desérticas).
La mayor limitante de este indice es que no tiene en cuenta la distribucion de las
especies en el espacio.

Diferentes metodos no paramétricos han sido adaptados a partir de estadisticos de
captura-recaptura para calcular el tamafio de poblaciones. Estos algoritmos consideran la
proporcion de filotipos que han sido observados antes en relacién a aquellas que han sido
observados sélo una vez. En poblaciones diversas, la probabilidad de que filotipos
diferentes sean reportados mas de una vez sera poco frecuente por lo que la mayor parte
de los filotipos seran representados por un solo individuo. Los estimadores denominados
Chao, Chao2 y ACE estan determinados por abundancia y usan esto para calcular tanto
diversidad como riqueza de una poblacion determinada al un factor de correccion definido
previamente (Chao 2005, Escalante 2007). De esta manera, el estimador Chaol clasico
calcula la riqueza total de especies de la siguiente manera:

— 2
Schao1= Sobs + (N17/2ny)
En donde Schao1 €S la riqueza total de especies, Sqops €S €l nUmero de especies
observadas, n; es el nUmero de especies observadas una vez y n, es el niumero de
especies observadas dos veces, solo en los casos cuando n; >0y ny > 0.

En los casos en que nn>0yn,=0

0
nn=0yn,>6=0

Entonces se emplea la formula corregida:

Schao1= Sobs + N1 (N1-1) / 2na(nz +1)
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Este indice es particularmente Util para series de datos que tengan poca abundancia
en sus clases, como es el caso de los microbios (Hughes y cols. 2001).

En cambio, el estimador ACE incorpora datos de todas las especies con menos de 10
individuos en lugar de sdlo vistas 1 o 2 veces:

Sace = Sabund H(Srare/Cace) + (F1/Cace)

donde Sace es la riqueza total de especies, Saung €S €l nimero de muestras
abundantes (>10), Srare es el nimero de muestras raras (<10), Cace €s la cobertura de
la muestra (proporcién de especies raras). Tanto Chaol como ACE subestiman la riqueza
verdadera cuando los tamafios de muestra son pequeiios (Colwell y Coddington 1994).

El estimador Chao 2 clasico calcula la de la siguiente manera:
— 2
SChaoZ— Sobs + Ql /2Q2

En donde Schao2 €S la riqueza total de especies, Sqops €S €l nUmero de especies
observadas, Q; = la frecuencia de los filotipos Unicos y Q. = a la frecuencia de los
filotipos duplicados, solo en los casos cuando n; >0y n, > 0.

En los casos en que n>0yn,=0

0
nn=0yn,>6=0

Entonces se emplea la formula corregida:

Schao2= Sobs + [ (m'llm) ] [ Ql (Ql '1)/ 2Q2 (QZ +1) ]

Chao 2 es considerado mas consistente y exacto para predecir la riqueza total de
especies fungicas en muestras ambientales de suelo (Unterseher y cols. 2008).

Asociacion entre especies

La estimacion de patrones de distribucién de las especies que constituyen una
comunidad es una manera directa de evaluar algunas de las caracteristicas estructurales
de la misma. Es indudable que la distribucion de las especies es el resultado de las
caracteristicas eco fisiologicas de la especie y la interaccidbn con las caracteristicas
fisicoquimicas del ambiente (nicho ecolégico fundamental), y con las otras especies
presentes (nicho ecolégico realizado); por ello, se observa con frecuencia que la
presencia de una especie se puede determinar por la ausencia o presencia de alguna(s)
otra(s) que constituyen la comunidad.
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En una comunidad se presentan asociaciones significativas que invalidan la
hipotesis de una distribucion independiente entre las especies, ya que esta puede estar
determinada por requerimientos semejantes, o definida por un antagonismo en cuanto a
la utilizacién de recursos (espacio o nutrientes en el sustrato) que implique que la
presencia de una especie signifique la ausencia de otra. Ambos casos son ejemplo de las
dos posibles alternativas que se derivan de la asociacidn entre especies en una
comunidad microbiana, que esta sea inclusiva o excluyente.

La inferencia de esta asociacion, a pesar de ser una prueba estadistica, esta
intimamente relacionada con los métodos de clasificacion de la estructura de la
comunidad, que parten en la mayoria de los casos de la evaluacion de los grados de
evaluacion de los grados de asociacion posibles entre las especies de la comunidad.

Un método comunmente empleado para valorar la asociacion entre un par de
especies, A y B, consiste en tomar un numero de muestras y contar el numero donde se
encuentra la especia A pero no la especie B, las unidades donde ocurre B pero no A, el
numero donde aparecen ambas y el numero donde no aparece ninguna de las dos. De
esta manera y empleando una tabla de contingencia podemos demostrar si la distribucion
es independiente.

Especie B Especie B
presente ausente
Especie A presente a b a+b
Especie A ausente C d c+d
a+tb c+d n

A partir de los datos observados se puede calcular el nimero de unidades en cada
clase y si las dos especies estan distribuidas independientemente. Basandonos de la
hipotesis de independencia de las dos especies, los valores esperados se comparan con
los valores en cada clase (a, b, ¢, y d) mediante una prueba de x* mediante la siguiente
expresion algebraica:

Este estadistico se compara con un valor C con 95% de confianza, y si:

x’<C se acepta la hipotesis de la distribucion
independiente y por lo tanto se deduce que no
hay asociacion.

x> C Se rechaza la hipétesis de distribucion
independiente y se infiere que existe algin grado
de asociacion.

La prueba de x? demuestra si la presencia de dos especies es independiente o no,
pero no mide la magnitud de la asociacion en su caso, Si esta es negativa o positiva.

A partir de la tabla de contingencia se estima la magnitud de la asociacion entre
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dos especies mediante el coeficiencia de asociacion definido por

=>bc
| S
Para una comunidad con un determinado numero de especies, es necesario
realizar los calculos para todas las parejas de especies, colocando los resultados en una

matriz simétrica y en forma de dendrograma, donde se expresan las asociaciones entre
las especies en relacion a una escala grafica.

Similitud entre comunidades

La descripcidon entre una comunidad nos lleva necesariamente a la comparacion
con otra o con ella misma en diferentes tiempos, mediante la evaluacion de semejanzas o
diferencias de sus partes homélogas. Cuando se dispone de censos, la composicion de
una comunidad puede expresarse mediante una lista de especies. Mas aun, la muestra
de una comunidad inventariada, se puede comparar con muestras adyacentes a la misma
comunidad, lo que revele, con base a las especies existentes, la similitud entre las areas
muestreadas, y por lo tanto, la heterogenicidad ambiental en la cual se asienta la
comunidad.
Este aspecto puede ser representado en una matriz de similitud, donde de acuerdo a
todas las combinaciones posibles entre las muestras, se indica la similitud existente entre
las puntos en donde se tomaron las muestras.

Los datos de un inventario para una comunidad o para distintas muestras de una
comunidad suelen presentarse en una tabla, donde en cada renglén hay una especie y en
las columnas una muestra, figurando una marca de ausencia presencia.

indices de similitud

El Coeficiente de similaridad de Jaccard (J):

J =al(b+c+d)
En donde:
a = filotipos comunes
b = exclusivos de grupo 1

¢ = exclusivos de grupo 2
d = filotipos ausentes en comun

El indice de Sgrensen, también conocido como coeficiente de similaridad, es una
herramienta estadistica cualitativa empleada para comparar la similitud de dos muestras:

QS=2C/A+B

Donde A y B son el numero de filotipos en la muestras respectivas y C el numero de
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filotipos compartidos por las dos muestras. Esta expresion se define facilmente con la
abundancia mediante la presencia o ausencia de filotipos. Tanto el indice de Jaccard
como el de Sorensen son estimadores cuantitativos que describen el grado de asociacion
0 semejanza entre los elementos comparados, expresado en valor numérico, entre 0 y 1,
0 en porcentaje (0 y 100%, respectivamente).

Para el analisis estadistico y la construccion de curvas de acumulacion y rarefaccion
se emplearon EstimateS Version 8.2. (Colwell 2009) y Statistica data analysis software
system version 8.0. (StatSoft Inc. 2008) www.statsoft.com
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Resultados
Obtencién de muestras de suelo

Se obtuvieron 100 muestras de suelo (n=100) colectadas entre los afios 2006 y 2010.
Setenta muestras fueron colectadas en VDP (18 en Mayo de 2007, 10 en Junio de 2008,
23 in Enero y Mayo 2009, y 19 en Junio de 2010); 20 muestras para SJZ (10 en Mayo
de 2006, y 10 en Junio de 2010); y finalmente 10 muestras en Ensenada obtenida en
Junio de 2010 como control. Se tienen registros bien documentados de casos de la
enfermedad en VDP, asi como aislamientos de Coccidioides spp. en el suelo con técnicas
microbioldgicas (Cairns y cols. 2000), y un caso reciente de enfermedad diseminada
grave en un inmigrante menor de 3 anos de edad, residente a menos de 600 metros del
punto (R. Baptista, comunicacion personal). No se tienen reportes ni casos
documentados para SJZ.

Extraccion de DNA de muestras ambientales

Las mejores condiciones para obtener DNA ambiental total de muestras de suelo se
obtuvieron con UltraClean soil DNA isolation kit (MoBio Laboratories Inc.). No fue
necesario realizar pasos adicionales para purificacion previa a la PCR.

Cantidades de DNA gendmico total fueron obtenidas en tres diferentes locaciones del
estudio: 6 ng/uL para VDP, 2 ng/uL para SJZ and 4 ng/uL en Ensenada en promedio las
concentraciones de DNA gendmico variaron con respecto a la temporada de muestreo
siendo mayor la concentracion en promedio durante la época de secas (Figura 8).

En algunas muestras ambientales, no fue posible obtener suficiente DNA gendmico,
por lo que no fueron procesadas posteriormente para la identificacion molecular de la
presencia de Coccidioides (Figura 8).
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Figura 8. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa (0.8%) de extraccion obtenida
de muestras ambientales de suelo. (A) Valle de las Palmas (B) San José de la Zorra. (A)
Referencia con escalera Lambda HindIlI/EcoRI.
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Diagnostico molecular de Coccidioides spp. en muestras ambientales

Después de la primera ronda de PCR en la mayor parte de los casos no se aprecia
producto visible en electroforesis en gel de agarosa control (no se muestran datos). Sin
embargo, 1 pL fue empleado directamente como templado para la segunda ronda de
PCR anidada. Después de este paso, amplicones de 900-1000 pb fueron obtenidos en
71 de las 100 muestras de suelo colectadas: 53 procedentes de VDP (colectadas los
dias 15 de Mayo 2007, 9 de Junio de 2008, 8 de Enero del 2009, 8 de Mayo 2009 y 14 de
Junio de 2010), 12 procedentes de SJZ (colectadas los dias 10 de Mayo del 2006 y el 2
de Junio de 2010), y finalmente 5 obtenidas en Ensenada.

A pesar de este resultado, todas las muestras, tanto positivas como negativas fueron
sometidas al tercer paso de PCR para identificacion molecular para Coccidioides (Figuras
9-11). Amplicones esperados de 170 pb fueron obtenidos en 43 muestras procesadas
procedentes de VDP, en 5 muestras de SJZ y solo en 2 muestras obtenidas en Ensenada
(Tabla A; Figura 12).

Todos los amplicones obtenidos en la PCR diagndstica (n=50) fueron purificados a
partir del gel y secuenciados. Soélo seis reacciones de secuenciacion no arrojaron
resultados evaluables (datos no mostrados). Doce secuencias fueron identificadas por
BLAST como Aphanoascus spp (Figura 13). de las cuales, 7 correspondieron a A.
canadensis, todas procedentes de VDP (4 madrigueras, 1 de suelo, 1 de un lecho de
mamifero mayor y 1 de letrina de heteromido), 3 de A. keratinophilus (obtenida a partir de
madrigueras en VDP) y 2 de A. verrucosus (en suelos de Ensenada). Las restantes 32
secuencias fueron identificadas como Coccidioides spp. (5 procedentes de SJZ y 27 de
VDP). Todas las muestras procedentes de SJZ se obtuvieron de madrigueras mientras
gue en VDP de las 27 muestras identificadas como positivas para Coccidioides spp, 3
prevenian de suelos, 17 de madrigueras, 5 lechos y 2 de letrinas de heterémidos (Al).
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Figura 9. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR
anidada. Linea 1 a 10 se empleo como templado DNA gendmico obtenidos de la extraccion de
muestras ambientales de suelos de Valle de las Palmas, Baja California (VDP), area endémica
conocida para Coccidioides. DNA genomico de C. immitis y N. crassa fueron empleados como
controles positivo y negativo respectivamente. Referencia con escalera 100 bp Promega (Ladder).
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Figura 10. Procedimiento diagnoéstico para identificacion de Coccidioides en muestras de
suelos de Valle de las Palmas (VDP), Baja California. Se llevé a cabo electroforesis de acidos
nucleicos en gel de agarosa (1.2%) de los productos obtenidos de PCR con cebadores ITS2 y
empleando como templando los productos de PCR anidada. Asi mismo, se emplearon como
controles positivo y negativo amplicones con el mismo procedimiento a partir de DNA
gencl62mico de C. immitis y N. crassa. Referencia con escalera 100 bp Promega (Ladder).
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Figura 11. Identificacion de Coccidioides en muestras de suelos de Valle de las Palmas,
Baja California (VDP). Se llevo a cabo electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa (2.0%)
de los productos obtenidos de PCR. En la linea superior se muestran los productos de la PCR
anidada para amplificar la regién ITS1-5.8s-ITS2 de organismos del subreino Dykaria con
productos esperados de 900-1000 pb. En la linea inferior se muestran los productos obtenidos
empleando cebadores ITS2 empleando como templando los productos de PCR anidada con un
tamarno esperado de 170 pb y. Se emplearon como controles positivo y negativo C. immitis y N.
crassa respectivamente. Referencia con escalera 100 bp Promega (Ladder).
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Figura 12. Deteccion molecular of Coccidioides spp. en muestras ambientales de suelos de
Baja California (A) se muestra la region del genoma Coccidioidal que contiene la region
espaciadora de transcripcion 1 (ITS1), la region exénica 5.8S que transcribe para uno de los
componentes de la subunidad pequefa ribosomal y la regidn espaciadora de transcripcién 2
(ITS2). Cebadores NSA3-NLC2 y NSI1-NLB4 para la PCR anidada permiten la amplificacion de
productos entre 900-1000 bp de la regién ITS1-5.8s-ITS2 especificamente para Ascomicetos and
Basidiomicetos. Cebadores ITS2F y ITS2R disefiados para amplificar una amplicon de 170bp en
la region intrénica ITS2. 18s (DNA subunidad ribosomal pequefia), 28s (DNA subunidad ribosomal
grande). La imagen no esta a escala. (B) Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones
ITS1-5.8s-ITS2 obtenidos de la segunda ronda de la PCR anidada de muestras colectadas en
Junio 2010. (C) Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones ITS2 obtenidos de PCR
diagnéstica de muestras colectadas en Junio 2010. Para lineas B y C, carril 52 a 70 corresponde
a muestras obtenidas en Valle de las Palmas (VDP), carriles 71 a 80 a muestras controles
obtenidas de suelos de Ensenada (E) y carriles 91 a 100 a muestras obtenidas en San José de la
Zorra (SJZ). El carril A contiene el marcador de referencia (GeneRuler 1 kb DNA Ladder). Tomado
de Baptista-Rosas et al.,, 2011. En los carriles para controles tanto negativos como positivo se
emplearon dH,O (B), DNA genémico de Neurospora crassa (C) y C. immitis (D) respectivamente.
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Figura 13. Alineamiento multiple de las secuencias editadas correspondientes a los amplicones obtenidos de la PCR diagnéstica en cada
locacion de muestreo. Los nombres de las secuencias corresponden a los amplicones identificados en la Tabla 1. Secuencias ITS2
previamente reportadas para Coccidioides immitis (EF186783), C. posadasii (U18360), Aphanoascus keratinopholous (AJ390380.1), A.
canadensis (AJ439435.1), A. verrucosus (AJ439444.1) y Neurospora crassa (AY681193) se emplearon como controles en el alineamiento.
Las secuencias fueron editadas manualmente y alineadas empleando CLUSTAL W mediante paqueteria MEGA 5. Tomado de Baptista-
Rosas et al., 2011.
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Tabla A. Identificacién Molecular de Coccidioides spp. por PCR anidada a partir de

muestras ambientales de Baja California, México.

Amplicones por PCR
Fecha Muestra Caracteristicas Resultadc_)s c_lle
recolctje?:cién 900 pb 170 pb secuenciacion
1VDP Madriguera + ++ Coccidioides spp.
2 VDP Madriguera + ++ Aphanoascus keratinophilus
3 VDP Madriguera + -
4 \VDP Lecho - -
5 VDP Lecho + ++ Coccidioides spp.
6 VDP Lecho + ++ Coccidioides spp.
7 VDP Madriguera ++ -
8 VDP Madriguera + -
9 VDP Madriguera ++ ++ Coccidioides spp.
Mayo 2007 I75vpp Lecho " _
11VDP Lecho ++ ++ Coccidioides spp.
12 VDP Letrina ++ ++ Coccidioides spp.
13 VDP Lecho + ++ Coccidioides spp.
14 VDP Lecho ++ ++ Coccidioides spp.
15 VDP Madriguera +/- ++ Coccidioides spp.
16 VDP Letrina +/- ++ Coccidioides spp.
17 VDP Madriguera ++ ++ Coccidioides spp.
18 VDP Pasto seco ++ ++ Coccidioides spp.
19 VDP Madriguera + -
20 VDP Madriguera ++ ++ Coccidioides spp.
21 VDP Madriguera ++ -
22 VDP Madriguera + -
‘ 23 VDP Madriguera +/- ++ Coccidioides spp.
Junio 2008 24 VDP Madriguera + ++ Fallo
25 VDP Madriguera + ++ Coccidioides spp.
26 VDP Madriguera ++ ++ Coccidioides spp.
27 VDP Madriguera ++ ++ Coccidioides spp.
28 VDP Madriguera ++ -
29 VDP Madriguera + ++ Coccidioides spp.
30 VDP Madriguera ++ -
31 VDP Madriguera + ++ Fallo
32 VDP Madriguera ++ ++ Aphanoascus canadensis
33 VDP Madriguera +/- ++ Coccidioides spp.
Enero 2009 34 VDP Madriguera - ++ Coccidioides spp.
35 VDP Madriguera ++ ++ Aphanoascus keratinophilus
36 VDP Madriguera ++ ++ Aphanoascus canadensis
37 VDP Madriguera ++ ++ Aphanoascus canadensis
38 VDP Madriguera ++ ++ Aphanoascus keratinophilus
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39 VDP Madriguera ++ -
40 VDP Madriguera _ ++ Coccidioides spp.
41 VDP Madriguera + ++ Fallo
42 VDP Madriguera +/- ++ Fallo
43 VDP Madriguera ++ ++ Fallo
44 VDP Madriguera ++ ++ Fallo
45 VDP Madriguera +/- ++ Coccidioides spp.
46 VDP Madriguera ++ -
Mayo 2009
47 VDP Madriguera +/- -
48 VDP Madriguera ++ ++ Coccidioides spp.
49 VDP Madriguera ++ ++ Coccidioides spp.
50 VDP Madriguera +/- ++ Coccidioides spp.
51 VDP Madriguera + -
52 VDP Madriguera ++ -
53 VDP Suelo +/- -
54 VDP Madriguera - -
55 VDP Suelo ++ ++ Coccidioides spp.
56 VDP Suelo ++ -
57 VDP Madriguera ++ ++ Aphanoascus canadensis
58 VDP Letrina ++ ++ Aphanoascus canadensis
59 VDP Madriguera ++ -
60 VDP Suelo ++ ++ Coccidioides spp.
Junio 2010 61 VDP Madriguera +/- -
62 VDP Madriguera _ -
63 VDP Suelo ++ _
64 VDP Madriguera ++ _
65 VDP Suelo ++ _
66 VDP Suelo ++ ++ Aphanoascus canadensis
67 VDP Madriguera _ -
68 VDP Madriguera ++ -
69 VDP Lecho ++ ++ Aphanoascus canadensis
70 VDP Suelo ++ _
71E Suelo +/- ++ Aphanoascus verrucosus
72 E Suelo ++ ++ Aphanoascus verrucosus
73 E Suelo ++ _
74 E Suelo +/- -
75E Suelo +/- -
Junio2010 | /®E Suelo +/- -
77E Suelo ++ -
78 E Suelo ++ _
9E Suelo ++ -
80 E Suelo +/- -
Ecologia Molecular y Biotecnologia 50
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818JZ Madriguera + ++ Coccidioides spp.
82 SJz Madriguera + ++ Coccidioides spp.
83SJz Madriguera + ++ Coccidioides spp.
84 SJZ Madriguera + -
85 SJZ Madriguera + -
Mayo 2006 86 SJZ Madriguera + -
87 SJzZ Madriguera + -
88 SJZ Madriguera + -
89 SJz Madriguera + -
90 SJz Madriguera + -
91 SJz Madriguera _ -
92 SJz Madriguera +/- -
93 8JZ Suelo perturbado +/- -
94 SJZ Madriguera +/- -
95 SJZ Madriguera ++ ++ Coccidioides spp.
Junio 2010 96 SJZ Madriguera +/- ++ Coccidioides spp.
97 SJZ Madriguera pequefa _ -
98 SJZ Suelo ++ -
99 SJz Suelo _ -
100 SJz Lecho

VDP Valle de las Palmas, E Ensenada, SJZ San Jose de la Zorra.

++ Banda intensa; + banda débil; +/- barrido; - sin amplificacion.
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Analisis bioclimatico

Datos de temperatura media, minima y maxima asi como pluviometria acumulada
de Enero de 1949 a Diciembre de 2008 consultadas en la base de datos climaticos del
Noroeste de México del Programa Estatal de Accion ante el Cambio Climatico para Baja
California (PEACC-BC) (http://peac-bc.cicese.mx/datosclim/index.html). Se pudo observar
que en el Valle de las Palmas (VDP) se caracteriza por una temperatura minima
promedio de 8.3°C con una tendencia a disminuir 0.04°C y una temperatura media de
12.5°C con una tendencia a disminuir 0.14°C anualmente con significancia estadistica
(Figura 15). La temperatura maxima promedio para este periodo fue 26.0°C que se
mantuvo sin variaciones durante todo el tiempo analizado.

Respecto a las temperaturas promedio mensuales se encontrd un patron
estacional con temperaturas medias maximas durante los meses veraniegos de Julio y
Agosto con 18.8°C y temperaturas medias minimas invernales durante Diciembre y Enero
con 8.2°C, sin llegar las temperaturas minimas extremas menores a 4.0°C, por lo que las
heladas son poco frecuentes (Figura 16).

La pluviometria documentada con precipitaciones anuales acumuladas escasas
con 207 mm promedio, con una ligera tendencia a incrementar 1.1 mm/anual sin
significancia estadistica (Figura 17). Se registraron precipitaciones pluviales mensuales
promedio escasas con la mayor cantidad de lluvia en el mes de enero con 43.9 mm.

Baja California tiene un clima muy diverso, que va desde Mediterraneo hasta arido
pero generalmente caracterizado por una estacion seca entre abril y Octubre con lluvias
durante el invierno (Figura 18) (Garcia 2003). De los tres sitios analizados la
caracteristica comun es el clima mediterraneo. SJZ, localizado a 320 m por arriba del
nivel del mar, tiene una Tm de 17.3°C (Tmax 39°C y Tmin 9 °C) y cerca de 230 mm/afio
de lluvia precipitada. VDP es parte del estuario del rio Tijuana compartida por México y
Estados Unidos. Esta Cuenca esta localizada a 280 m sobre el nivel del mar, con una Tm
de 17.5°C (Tmax 34.9°C y Tmin 4.1°C) asi como 212 mm/afio de lluvia acumulada, con
la mayor parte de la escasas lluvias presentes en la estacion invernal (Figura 19).
Ensenada, localizada a nivel del mar, tiene una Tm de 18.1°C (Tmax 21°C y Tmin 12°C)
asi como 285 mm/afio de lluvia (Reyes Coca y cols. 1990; Miranda Reyes y cols. 1991;
Reyes Coca y cols. 2004).

La mayor parte de los casos de Coccidioidomicosis reportados en el estado de Baja
California ocurren durante la estacion seca después de las lluvias estacionales. El andlisis
de las condiciones climaticas en VDP y la epidemiologia disponible en Baja California
indican que la mayoria de los casos en las areas endémicas ocurren 8 a 12 semanas
después de las ultimas lluvias estacionales invernales, durante la estacion seca entre
Mayo y Julio, y un segundo pico ocurre asociado a escasas lluvias episddicas al final del
verano (Figuras 18 y 19) (Baptista-Rosas y cols. 2010). Las caracteristicas bioclimaticas
en VDP corresponden a regiones de transicién entre pisos infra termo mediterraneo con
ombrotipo seco (Figura 20). Las caracteristicas biocliméaticas que aparentemente
favorecen la dispersibn de este hongo patdégeno son las escasas precipitaciones
pluviales, veranos secos y alta evapotranspiracion del suelo.
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Figura 15. Climatologia en Valle de las Palmas, Baja California, México durante 1949-
2008. (A) Temperatura minima promedio; (B) Temperatura maxima promedio; (C)

Temperatura media (http://peac-bc.cicese.mx/datosclim/index.html).
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Figura 16. Temperaturas mensuales promedio en Valle de las Palmas, Baja California,
México durante 1949-2008. Tprom (Temperatura promedio); Tmax (Temperatura

maxima): Tmin (Temperatura minima). Temperatura en grados Celcius. (http://peac-
bc.cicese.mx/datosclim/index.html).
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Figura 17. Pluviometria en Valle de las Palmas, Baja California, México durante 1949-
2008. (A) Precipitacion mensual promedio (B) Precipitacion anual acumulada. Las figuras
se obtuvieron de la Base de datos climaticos del Noroeste de México del Programa
Estatal de Accion ante el Cambio Climatico para Baja California (PEACC-BC) (http://peac-

bc.cicese.mx/datosclim/index.html).
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Figura 18. Climatologia de Baja California durante 2007 a 2010. Precipitacion mensual promedio
(pp), temperatura maxima promedio mensual (Tmax) y temperatura minima promedio mensual
(Tmin) fueron graficadas. La temperatura media (Tm) fue estimada. Las flechas indican las fechas
de trabajo de campo para muestreo ambiental en Valle de las Palmas.
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Figura 19. Incidencia de Coccidioidomicosis en Baja California y climatologia de Valle de las
Palmas (VDP). La incidencia media mensual de la enfermedad en Baja California para el periodo
de 1988 a 1994 fueron graficados para comparar su relacién con la precipitacion media mensual
(pp) vy la temperatura, ambas promedios obtenidos en el periodo de 1971 a 1995, reportada para
VDP. Las variables climaticas fueron obtenidas del Sistema Meteoroldgico Nacional/Comision
Nacional de Agua (http://smn.cna.gob.mx/) y de la Base de Datos Climaticos del Noroeste
(http://peac-bc.cicese.mx/datosclim/index.html). Casos reportados de Coccidioidomicosis se
encuentran disponibles en la base de datos del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
(http://www.dgepi.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html).
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Figura 20. Bioclimatologia para Valle de las Palmas (Baja California, México). Analisis
Ombrotérmico de Gaussen construido mostrando la precipitacion media mensual (pp) y
dos veces la temperatura media (2Tm) son graficadas en el tiempo en meses. Durante el
periodo seco, la linea de precipitacion esta por debajo de la linea 2Tm. El area entre las
dos lineas muestran la intensidad de la sequia en el lugar. Las variables climéticas fueron
obtenidas de l|la Base de Datos Climaticos del Noroeste (http://peac-
bc.cicese.mx/datosclim/index.html).
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Proyecciones futuras de distribucion potencial y tasas de incidencia de
Coccidioidomicosis relacionadas al Cambio Climéatico Regional

De acuerdo a los escenarios de cambio climatico generados por el PEACC-BC, se
estima que en el noroeste de Baja California se mantendra el patron climatico
caracteristico de climas mediterrdneos con lluvias estacionales en invierno y periodo de
secas durante verano y otofio. Sin embargo, los escenarios del PEACC-BC muestran
evidencias de aumentos en la temperatura (Figura 21) y disminucion en las lluvias en el
Valle de Las Palmas (Figura 22) para el periodo 2000-2099. En general, se observa un
cambio en el patron respecto al incremento de la temperatura y disminucion de la
cantidad total acumulada de humedad obtenida por precipitacion (Figura 22), con mayor
incertidumbre derivada de oscilaciones mas frecuentes de picos de lluvias intensos,
alternando con periodos de sequias mas prolongados e intensos. Por otro lado, se
indentifican incrementos de 1 a 1.5°C y temperatura media estimada para el afio 2040 de
16.5°C y para el afio 2099 de 17.5°C para escenarios de baja emision (B1) (Figura 23);
mientras que en escenarios de altas emisiones (A2) se hacen evidentes incrementos de
temperatura aun mas intensos con incremento en las temperaturas medias mayores a
4°C con respecto a la temperatura media actual y una notable disminucién en la
precipitacion en los proximos 100 afios (Figura 24y 25).

Las lluvias bajo escenarios de bajas emisiones (B1l) de gases de efecto
invernadero, tendran oscilaciones con periodos de incremento habituales para esta region
no mayores a 350 mm/anuales, alternadas con sequias mas prolongadas vy
precipitaciones totales acumuladas entre 140 y 240 mm/anuales. Se estima un periodo
prolongado de sequia entre 2060 y 2070 en esta regiéon (Figura 22 y 23). Por otro lado,
los escenarios de altas emisiones (A2) muestran mayor oscilacién con una tendencia a
sequias intensas a partir de 2050 con las mas intensa cerca de 100 mm/anuales para
2065 (Figura 22).

Respecto a la precipitacion mensual promedio, se mantendra el patron observado
hasta el momento, con un discreto incremento de 10 mm durante los meses de Enero y
Febrero tanto en escenarios de alta y baja emisién de gases de efecto invernadero
(Figura 24).

Mediante el analisis Ombrotérmico de Gaussen se estimd que en esta region
existe una alta evapotranspiracion del suelo durante los meses de Abril a Noviembre, con
un pico maximo durante el mes de Julio (Figura 25). Al compararse con los escenarios
planteados es evidente que la evapotranspiracion sera mayor en los dos casos, tanto
para A2 como para B1. Sin embargo, en escenarios de baja emision (B1) se observa un
incremento notable en la precipitacién tanto en el modelo generado para 2040 como para
2099, con lluvias acumuladas promedio mayores a 100 mm en el mes de Febrero (Figura
25), lo que plantea un escenario con condiciones favorables para el desarrollo de
Coccidioides en suelos de estas regiones altamente endémicas.
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Figura 21. Proyecciones de temperatura media asociada a cambio climatico regional para
Valle de las Palmas, Baja California, México durante 2000-2099. Las figuras en el lado
izquierdo corresponden a escenarios con bajas emisiones (B1) y a la derecha a altas
emisiones (A2). Las figuras se obtuvieron de la Base de datos climaticos del Noroeste de
México del Programa Estatal de Accion ante el Cambio Climatico para Baja California
(PEACC-BC) (http://peac-bc.cicese.mx/datosclim/index.html).
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Figura 22. Proyecciones de cambio (%) de precipitacién pluvial acumulada asociada a
cambio climatico regional para Valle de las Palmas, Baja California, México durante el
periodo 2000-2099. Las figuras en el lado izquierdo corresponden a escenarios con bajas
emisiones (B1) y a la derecha a altas emisiones (A2). Las figuras se obtuvieron de la
Base de datos climaticos del Noroeste de México del Programa Estatal de Accién ante el
Cambio Climéatico para Baja California (PEACC-BC) (http://peac-
bc.cicese.mx/datosclim/index.html).
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Figura 23. Proyecciones de cabio (%) de precipitacibn mensual promedio asociada a
cambio climético regional para Valle de las Palmas, Baja California, México durante 2000-
2099. Las figuras se obtuvieron de la Base de datos climaticos del Noroeste de México
del Programa Estatal de Accion ante el Cambio Climatico para Baja California (PEACC-
BC) (http://peac-bc.cicese.mx/datosclim/index.html).
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Floray Fauna en VDP

La cobertura vegetal en VDP fue dominada por Artemisia californica (Chamizo
Californiano), Baccharis sarathroides (Romerillo), Haplopappus juarezensis (Ericameria
juarezensis Hierba del pasmo) y Viguiera laciniata (Girasol de San Diego). Otras especies
identificadas fueron Cylindropuntia californica (Cholla), Eriogonum fasciculatum var.
fasciculatum (Gordolobo, Figura 26G), Ferocactus viridescens (Biznaga costera), Lycium
californicum (Frutilla), Mirabilis laevis (Hierba del empacho), Prosopis glandulosa var.
glandulosa (Mesquite, Figura 26H) and Simmondsia chinensis (Jojoba) (Roberts 1989,
Linghtner 2006). Dos especies de heteromidos fueron atrapados en VDP e identificados
como Dipodomys simulans (Rata canguro de Dulzura, Figura 26E) y Chaetodipus fallax
(Raton de abazones de San Diego, Figura 26F).

Edafologia de los puntos de muestreo

Las caracteristicas edaficas de VDP son fluvisoles eutricos, que contienen material no
consolidado con un horizonte A con escaso carbono de origen organico, y un estrato
delgado y duro cuando se encuentra seco. El grado de saturacién estimado entre 50% o
mas por arriba de 20-50 cm del suelo, sin carbonato de calcio significativo en los
agregados del suelo. El material edafico original es geoldégicamente reciente originado
por depdsitos pluviales. Diferentes caracteristicas fueron encontradas en SJZ con
regosoles eutricos de textura media.
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Figura 25. Bioclimatologia para Valle de las Palmas (Baja California, México) mediante analisis Ombrotérmico de Gaussen emplando
como variables las proyecciones de precipitacion y temperatura media. Las graficas del lado izquierdo corresponden a las proyecciones
con escenarios de alta emisioén (A2) para los afios 2040 y 2099 y las del lado derecho para baja emisioén (B1). Las variables climaticas
fueron obtenidas de la Base de Datos Climaticos del Noroeste (http:/peac-bc.cicese.mx/datosclim/index.html).
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Figura 26. Perspectiva del paisaje, flora y fauna en Valle de las Palmas, Baja California. (A, B)
Caracteristicas del paisaje en VDP en Enero 2009 y Junio de 2010 respectivamente. (C, D)
Ejemplos de madrigueras muestreadas. (E) Rata canguro (Dipodomys simulans). (F) Raton de
abazones (Chaetodipus fallax). (G) Gordolobo (Eriogonium fasciculatum). (H) Mezquite (Prosopis
glandulosa).
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Andlisis del paisaje de los puntos de muestreo

Se llevé a cabo el analisis de imagenes satelitales (cortesia de Landsat y Digital Globe
Image Library) de los puntos de muestreo de este trabajo, tanto para VDPy SJZ, Baja
California, México, tomando en cuenta diferentes resoluciones y escalas. El poligono con
puntos de muestreo con identificacion positiva de la presencia de Coccidioides en
muestras ambientales de suelo en todos los casos se encontraron relacionados con las
zonas mas bajas asociadas a riparios con suelos sedimentarios lacustres. Estos cursos
de agua temporales caracteristicos de la zona son parte del mismo sistema hidrolégico de
la cuenca del Rio Tijuana (Figura 27).

Ecologia Molecular y Biotecnologia 67
Universidad Autonoma de Baja California



Baptista Rosas RC
Identificacion de Coccidioides spp. en muestras ambientales

Sample Type
® Letrine, (++)
Den, (++)
Den, (-)
Soil, (++)
Soil, ()

Figura 27. Imagen de Satélite de puntos de muestreo en Valle de las Palmas (VDP) y San
José de la Zorra (SJZ), Baja California, México. (A) Imagen Landsat con una vista general de VDP
(cortesia de Landsat image archive, glovis.usgs.gov). (B) Imagen satelital de alta resolucién
2008 con poligonos de puntos de muestreo para Coccidioides en VDP (imagen cortesia de Digital
Globe Image Library, www.digitalglobe.com). (C) Imagen Landsat con una vista general de SJZ
(cortesia de Landsat image archive, glovis. usgs.gov). (D) Imagen satelital de alta resolucion
2008 con poligonos de puntos de muestreo para Coccidioides en SJZ (imagen cortesia de Digital
Globe Image Library, www.digitalglobe.com).
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Modelacion espacial de distribucion espacial potencial de Coccidioides

Con la informacion obtenida en este trabajo, se llevd a cabo un experimento in silico
para modelar la distribucion potencial del patdgeno empleando 62 coordenadas
espacialmente georeferidas de aislamientos recientes de Coccidioides en muestras
ambientales de suelo: 11 puntos en Arizona proporcionados por B. Barker (comunicacion
personal) y 51 puntos en Baja California, México empleando bases de datos de variables
climaticas, donde se distribuye el probable nicho ecoldgico realizado de Coccidioides en
Norteamérica. Se definen 3 ecoregiones bien definidas que corresponden
geograficamente al sur del Valle de San Joaquin en California, donde se distribuye C.
immitis; y por otro lado la parte Baja del desierto de Sonora y el desierto de Chihuahua
donde se distribuye C. posadasii (Figura 28) .
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Figura 28. Probable nicho ecolégico realizado de Coccidioides en Norteamérica. Se definen 3
ecoregiones bien definidas geograficamente: el sur del Valle de San Joaquin en California (A),
donde se distribuye C. immitis; y por otro lado la parte Baja del desierto de Sonora (B) y el
desierto de Chihuahua (C) donde se distribuye C. posadasii.
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Esta distribucion potencial obtenida de la modelacion corresponde con la filogeografia
reciente de cepas obtenidas de aislamientos clinicos en Mexico mediante la amplificacion
de 8 secuencias de microsatelites (Figura 29).
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Figura 29. Filogeografia de Coccidioides en México. La regionalizacion de la
distribucién potencial es compatibe con la informacion reciente sobre estudios
filogenéticos realizados en nuestro pais analizando 8 secuencias de microsatelites.
Adaptado de Luna-lsaac 2011.
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Analisis de la comunidad fungica
Estimacién de diversidad de especies fungicas

A pesar de los multiples esfuerzos de obtener geles desnaturalizantes mediante
DGGE y TGGE para analizar la diversidad fungica en el area de estudio, se encontraron
diversos problemas técnicos, principalmente relacionados con la estandarizacion de la
técnica y la formacién de quimeras durante los multiples pasos de PCR. Estos problemas
son ampliamente descritos en la literatura (Wang y Wang 1996, Wang y Wang 1997, Qiu
y cols. 2001) y no pudieron ser resueltos a pesar de implementar modificaciones a la
técnica de acuerdo las recomendaciones al respecto (Kuske y cols. 1998,). Otro problema
fue el tamafo de los amplicones obtenidos para el andlisis mediante TGGE, ya que se
encuentra en el limite aceptado para la técnica, entre 500 y 600 pb.

Sin embargo, con informacién disponible obtenida recientemente de trabajos
simultaneos de colaboradores del mismo proyecto, pudimos lograr una aproximacién que
nos permite sentar las bases para trabajos futuros respecto al andlisis de diversidad
fungica en estos ecosistemas. En el trabajo de Romero Olivares (2011) donde se analiz
la biodiversidad fungica de ascomicetos y basidiomicetos mediante clonacién de
amplicones obtenidos de la regidén ITS1-5.8s-ITS2 y construccion de una genoteca a
partir de muestras de suelo obtenidas en los mismos puntos de muestreo de nuestro
trabajo de campo en VDP y en cuatro puntos adicionales del norte de la peninsula de
Baja California con diferentes caracteristicas bioclimaticas y ecologicas: Laguna Salada,
Santa Catarina, El Rosario y Catavifia. Laguna Salada que forma parte del sistema de rio
Colorado, es una depresién arenosa desértica que se encuentra a 3 m por debajo del
nivel del mar que comienza en la inmediacién suroeste del cerro El Centinela y se
extiende hacia el sur, entre la sierra Cucapa y la sierra de Juarez, situada a 40 km al
suroeste de la ciudad de Mexicali; Santa Catarina situada en el Municipio de Ensenada a
1142 metros de altitud es una mesa rodeada de valles irrigados enclavados en la zona
montafiosa y caracterizda por bosques de Quercus-Juniperus que se localiza en la
vertiente occidental de la Sierra Juarez, aproximadamente a 100 km al sureste de
Ensenada; El Rosario, que forma parte de la cuenca del sistema hidrologico que se vierte
en la costa del Pacifico, situada a 260 km al sur de la ciudad de Ensenada, y
caracterizada por el ecotono de transicion mas meridional entre la region mediterranea y
la region desértica peninsular; y finalmente Catavifia, localizada a 125 kildmetros al sur
de El Rosario y a 110 kilometros al norte del Paradero Punta Prieta, de donde parte la
carretera hacia Bahia de los Angeles, enclavada en la zona natural protegida de la
Biosfera del Valle de los Cirios, definida por su alto nivel de endemismo representativo de
las zonas planas desérticas de Baja California; incluye varias asociaciones vegetales
como matorral de Bursera, aunque se destaca particularmente el matorral rosetéfilo (al
norte y sur de la region) y las asociaciones de cirios, especie caracteristica del matorral
sarco-crasicaule.

En el punto de nuestro interés de estudio situado en VDP se obtuvieron 24 filotipos
distintos, de los cuales 9 se encuentran identificados hasta el nivel de especie, 1 hasta el
nivel de clase, 10 hasta taxén (de los cuales 8 pertenecen al taxdn Ascomycota y 2 al
taxon Basidiomycota) y 4 no han sido identificados (Tabla B). De los filotipos identificados
por lo menos hasta taxon, 14 son Ascomicetos y 5 son Basidiomicetos. El filotipo mas
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comun en ésta localidad ha sido identificada solo hasta el nivel de taxdn (Ascomycota)
con 25 repeticiones de su patrén de restriccion.

VDP se caracterizo por presentar la mayor diversidad de filotipos y mayor diversidad
cuando se compara con localidades similares geograficamente relacionadas, mientras
gue el resto de las localidades presentaron en promedio 13 filotipos distintos. A su vez, el
sustrato de VDP, rico en materia organica y con rizosferas mas desarrolladas por la
cobertura vegetal asociada al ecotono entre el bioma mediterraneo y desértico, facilita el
desarrollo fungico. De los filotipos de VDP, la mayor parte fueron exclusivos de ese punto,
ya que los filotipos presentes en esta localidad no se repitieron en otras localidades
estudiadas, lo que nos orienta a que existe una gran biodiversidad fungica aun por
explorar en estos ambientes (Romero Olivares 2011).
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Tabla B. indice de diversidad de Shannon para la localidad de Valle de las Palmas,
Baja California. Tomado de Romero Olivares 2011.

Repeticiones
Filotipo en el patron Pi InP; Pi In(Py)
de
restriccion
Dotideomiceto V1 S 0.036232 -3.387 -0.12272
Phoma medicaginis V2 4 0.028986 -3.6109 -0.10466
Geastrum campestre V3 1 0.007246 -4.997 -0.03621
Ascomiceto sin cultivar V4 12 0.086957 -2.2891 -0.19905
Pleosporal sin cultivar V5 5 0.036232 -3.20545 -0.11614
Penicillium griseofulvum V6 10 0.072464 -2.7999 -0.20289
Ulocladium atrum V7 4 0.028986 -3.387 -0.09817
Ascomiceto sin cultivar V8 13 0.094203 -2.2891 -0.21564
Ascomiceto sin cultivar V9 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Ascomiceto sin cultivar V10 1 0.007246 -4.997 -0.03621
Ascomiceto sin cultivar V11 1 0.007246 -4.30406 -0.03119
Basidiomiceto sin cultivar V12 1 0.007246 -4.997 -0.03621
Basidiomiceto sin cultivar V13 12 0.086957 -2.43226 -0.2115
Penicillium variabile V14 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Ceratobasidium sp. V15 17 0.123188 -2.0527 -0.25287
Ascomiceto sin cultivar V16 36 0.26087 -1.4136 -0.36877
Hongo sin cultivar V17 2 0.014493 -4.304 -0.06238
Hongo sin cultivar V18 2 0.014493 -4.304 -0.06238
Hongo sin cultivar V19 2 0.014493 -4.304 -0.06238
Hongo sin cultivar V20 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Ascomiceto sin cultivar V21 2 0.014493 -4.304 -0.06238
Tulostoma kotlabae V22 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Phoma sojicola V23 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Ascomiceto sin cultivar V24 2 0.014493 -4.304 -0.06238
Phialophora hyalina V25 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Total 138 -2.56139
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A partir de la informacion obtenida por Olivares (2011) se construyeron matrices de
presencia y ausencia para 73 filotipos identificados en 25 puntos de muestreo en Valle de
las Palmas y 10 puntos de muestreo para cada poligono de trabajo de campo localizados
en Laguna Salada, Santa Catarina, El Rosario y Catavifia situados en Baja California,
México. Se obtuvieron de esta manera listados de filotipos por punto de muestreo y por
filotipo identificado. Con los resultados recopilados, se construyeron graficas de
comparacion de estimadores no paramétricos para calcular el tamafio de las poblaciones
fungicas potenciales (Figuras 30-31). Se analiz6 el modelo que mejor se ajusté a los
muestreos obtenidos, encontrando que Bootstrap se ajusta de mejor manera (Figura 32).
Asimismo, se construy6 una gréfica para modelar la acumulacion de filotipos, donde se
obtuvo el algoritmo polinomial con un coeficiente de determinacién (Ry) de 0.999656788
(Figura 33), que nos indica un buen ajuste del modelo, ya que es cercano a 1.0. Con los
parametros de la funcion del polinomio a (4.717891) y b (0.039108) obtenidos, evaluamos
la calidad del inventario calculando la pendiente al final de la curva mediante la formula
de Clench, donde la pendiente (en un punto n) donde

n = a/(1+b-n)?
por tanto,

4.717/(1+0.03-25)2= 4.71/674.84= 0.0069

Esta pendiente, menor de 0.1, nos indica que hemos logrado un inventario bastante
completo y altamente fiable.

La proporcion de diversidad fungica registrada también nos da idea de la calidad del
inventario:

Sens/(a/b) = 25/(4.71/0.03) = 25/120.63= 0.20 = 20%

Por otra parte, podemos estimar el esfuerzo de muestreo necesario para registrar
una determinada proporcion de la fauna (ng), muy util a al hora de planificar trabajos de
campo para muestreos futuros. En este ejemplo, si quisiéramos registrar un 95% de la
fauna:

N 0.05= 0.95/[0.039108-(1-0.95)]= 485.83

Es decir, deberiamos de llevar a cabo 485 unidades de esfuerzo de muestreo. A
medida que el inventario se va completando se hace mas dificil capturar especies
nuevas; cuando los inventarios poseen un alto grado de fiabilidad, el esfuerzo necesario
para aumentar la proporcion de diversidad fungica encontrada puede ser
desproporcionadamente elevado. Otro punto importante es que en en este punto es
donde cruza la asintota y a partir de esta ordenada, la linea se prolonga al infinito
perpendicular al eje X sin cambiar a pesar de incrementar el numero de muestreos
(Figura 34).

Es muy probable que la relacion entre el costo beneficio (temporal, econémico, y
mano de obra técnica) y la mejora en los resultados no compense el esfuerzo de trabajo;
ya que hay que realizar 26 unidades de esfuerzo mas para aumentar el conocimiento en
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un 50% y hasta 230 unidades para el 90% del conocimiento de la biodiversidad fangica.
Sin embargo, para conocer el 95% se requiere méas del doble de esfuerzo con respecto a
este dltimo para aumentar tan solo 5% (Figura 35 y Tabla C).

Si esto representa el 20% de la riqgueza de especies de acuerdo a nuestro analisis
de rarefaccion, estimamos 380 filotipos potenciales en muestras de suelo en Valle de las
Palmas no identificados, de un total de 456 filotipos. De acuerdo al estimado final de
resultados, de los 76 filotipos incluidos en el analisis, solo han sido identificados 35
especies potenciales por lo que solo se tiene un registro del 7% del total de filotipos
potenciales.
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Figura 30. Comparacion de estimadores no paramétricos para calcular el tamafio de
poblaciones flungicas en muestras ambientales de suelo en Valle de las Palmas, Baja
California.
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Figura 31. Comparacion de estimadores no paramétricos Chao 1 y Chao 2 para
calcular el tamafio de poblaciones fungicas en muestras ambientales de suelo en Valle de
las Palmas, Baja California. En todos los casos sobreestiman la poblaciones.
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Figura 32. Comparaciéon de estimadores no paramétricos Bootstrap, Jacknife 1 y 2
para calcular el tamafio de poblaciones fungicas en muestras ambientales de suelo en
Valle de las Palmas, Baja California. El modelo que mas se ajusta al muestreo es
Bootstrap.
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Model: v2=(a*v1)/(1+(b*v1))
y=((4.71789)*x)/(1+((.039108)*x))
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Figura 33. Curvas de acumulacién de filotipos de poblaciones fangicas en muestras ambientales
de suelo en Valle de las Palmas, Baja California.
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Figura 34. Curvas de rarefaccion de poblaciones flingicas en muestras ambientales de suelo
en Valle de las Palmas, Baja California. La asintota se alcanza de acuerdo al modelo después de
485 muestreos con 114 filotipos potenciales identificados.
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Figura 35. Estimaciéon de diversidad fangica en Valle de las Palmas, Baja California a
partir de a la formula de Clench.
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Tabla C. Estimacion de esfuerzo de trabajo estimado para estudiar la diversidad
fungica en Valle de las Palmas, Baja California a partir de a la formula de Clench aplicada
en resultados de curva de rarefaccion.

Diversidad estimada Esfuerzo de trabajo Filotipos estimados
0.95 486 114
0.9 230 108
0.85 145 102
0.8 102 96
0.75 77 90
0.7 60 84
0.65 47 78
0.6 38 72
0.55 31 66
0.5 26 60
0.45 21 54
0.4 17 48
0.35 14 42
0.3 11 36
0.25 9 31
0.2 6 22
0.15 5 19
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Estimacion de riqueza de filotipos

A partir de los resultados recopilados, encontramos que las poblaciones fungicas de la
subfamilia Dykaria en Valle de las Palmas son mas diversas con respecto a Laguna
Salada, Santa Catarina, El Rosario y Catavifia en el estado de Baja California, en el
Noroeste de la Republica Mexicana (Figuras 36 y 37).
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Figura 36. indice de Simpsom (D) estimado para ascomicetos y basidiomicetos en
muestras ambientales de suelos de Baja California; México.
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Figura 37. Indice de Shannon-Weaver (H’) estimado para ascomicetos Yy
basidiomicetos en muestras ambientales de suelos de Baja California; México.
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Similitud entre comunidades

Después del analisis de similitud con la informacion disponible encontramos que Valle
de las Palmas es un punto donde existen las poblaciones mas diversas con menores
semejanzas al compararlas con las poblaciones fungicas de Laguna Salada, Santa
Catarina, El Rosario y Catavifia, Baja California, encontrando una similitud entre los
diferentes filotipos entre 11 y 17%. Por otro lado, las poblaciones de Santa Catarina son
las mas homogéneas, con poblaciones similares entre un 31 a 45% (Figuras 38 y 39).
Esto era de esperarse, ya que el ecosistema en este punto es mas eutréfico y humedo
con mayor proporcion de basidiomicetos asociados a bosques de coniferas y vegetacion
Baja de Quercus-Juniperus.
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Figura 38. Coeficiente de similaridad de Jaccard (J) para ascomicetos y basidiomicetos
estimado en muestras ambientales de suelos de Baja California; México.
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Figura 39. Coeficiente de similaridad de Sorensen (QS) estimado en muestras
ambientales de suelos de Baja California; México.

Ecologia Molecular y Biotecnologia
Universidad Autonoma de Baja California

86



Baptista Rosas RC
Identificacién de Coccidioides spp. en muestras ambientales

Discusioén

Se logré disefiar un método exitoso, reproducible, y relativamente rapido para hacer
evidente la presencia de DNA Coccidioidal en muestras ambientales de suelo. De los tres
puntos de muestreo durante el trabajo de campo, VDP, previamente reportado como una
area endémica para la enfermedad (Cairns y cols. 2000), presentdé un mayor numero de
identificaciones positivas para Coccidioides spp. (38%). En contraste, en SJZ se
encontrd solo un 25% de las muestras positivas. Este alto porcentaje de muestras
identificadas como positivas puede estar relacionado con el muestreo mas extenso y
exhaustivo en el lugar. Un disefio experimental para estudios posteriores para continuar
explorando la distribucion del patégeno en el medio ambiente en estos lugares es
necesario para comparar de manera mas fidedigna ambos sitios. No se encontraron
muestras ambientales positivas procedentes de Ensenada. Esto solo puede ser
corroborado hasta obtener la secuenciacion de 2 de 10 muestras y poder establecer
falsos positivos que correspondieron finalmente a Aphanoascus spp. Es asi que podemos
establecer que la PCR anidada no puede ser empleado como método diagnéstico por si
solo hasta tener la secuenciacion complementaria o un gel de de alta resolucion como
PAGE debido a que la diferencia en longitud de los amplicones obtenidos de la region
ITS2 perteneciente a Coccidioides spp. y Aphanoascus spp. difieren aproximadamente en
10 nucledtidos. Sin embargo, el método de PCR anidada sin secuenciacion puede ser
empleado como una herramienta de prueba para tamizaje de areas sospechosa de
presencia de Coccidioides spp.

Los oligonucle6tidos empleados como cebadores en la PCR anidada, ITS2F e ITS2R
son extremadamente sensibles y especificos para Coccidioides spp. Cuando se emplean
en ensayos de PCR de tiempo real para deteccion de Coccidioides spp. directamente de
especimenes y muestras clinicas (Binnicker et al. 2007). Sin embargo en muestras de
suelo, los cebadores no demostraron ser los suficientemente sensibles para emplearse
directamente en la PCR diagndstica, por lo que fue necesario correr un primer ciclo de
PCR para poder obtener resultados, o que nos sugiere la probabilidad de que existia
escasa cantidad de DNA coccidioidal en el extracto de DNA gendémico ambiental
empleado inicialmente como templado. Recientemente, utilizando otros cebadores
diseflados para amplificar la region 28S rDNA, empleando métodos de PCR convencional
y semi-anidada se logro6 identificar positivamente de manera eficiente Coccidioides spp.
en 24 muestras ambientales de suelo (de Macedo et al. 2011). Aunque en este estudio se
reporta una eficiencia de recuperacion de 100%, no se muestran resultados de
secuenciacion. Dado la alta probabilidad de secuencias muy similares entre especies
cercanamente relacionadas de la familia Onygenaceae (Millar y cols. 2003), seria
recomendable confirmar mediante secuenciacion los resultados para evitar falsos
positivos en la identificacion.

La mayor parte de las muestras de suelo procedentes de VDP, SJZ y E tuvieron en
promedio menos cantidad de DNA genomico que el reportado previamente en ambientes
con mayor humedad (Miller y cols. 1999; Fierer y cols. 2007). Esta evidencia sugiere
pistas sobre el volumen de biomasa de la microbiota adaptada a estos ambientes
extremos.
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Solo dos especies Coccidioides son conocidas hasta el momento: C. immitis y C.
posadasii. En el analisis BLAST realizado en este trabajo se obtuvieron secuencias
identificadas como idénticas con valores similares para C. immitis y C. posadasii.
Evidencia biogeografica previa muestra la distribucion espacial de Coccidioides spp. en
América, C. immitis, previamente llamada como cepa Californiana, se encuentra
exclusivamente en el Valle de San Joaquin en el sur de California, y el noroeste de
Arizona, mientras que C. posadasii se distribuye en el resto de la zonas desérticas de
sureste de Estados Unidos y Norte de México, asi como en la areas endémicas de
Sudamérica (Fisher y cols. 2001; Barker y cols. 2007; Barker y cols. 2011). Estudios
previos reportaron el aislamiento de C. immitis en muestras de suelo en VDP (Cairns et
al. 2000). La secuenciacion de la region ITS2 ha sido util para la identificacion béasica
taxondmica, pero no para diferenciar especies del mismo género. Para distinguir una
especie de otra y llevar a cabo analisis biogeogréaficos y filogenéticos se requerira mayor
resolucién analizando regiones que contenga loci con micro satélites y mutaciones en
genes codificantes para proteinas fungicas.

La distribucion espacial de Coccidioides en VDP es muy similar a la observada en
areas altamente endémicas de las cuencas del Valle de San Joaquin en el sur de
California y Santa Cruz en Arizona, lo que sugiere una probable distribucion espacial
preferentemente en corredores a lo largo de lechos secos de cursos de agua
intermitentes. No se encontr6 Larrea tridentata, cuya presencia en inmediaciones de
puntos de aislamiento positivo de este hongo patégeno en reportes previos, ha sido
histéricamente relacionada a este enfermedad. (Maddy y Crecelius 1967; Swatek 1970).

La modelacion obtenida del nicho ecoldgico potencial de Coccidioides empleando
variables climaticas y topograficas coincide con la epidemiologia y filogeografia conocida
de la enfermedad hasta el momento, donde resaltan tres zonas geograficamente
separadas: El Valle de San Joaquin, el desierto de Sonora y el desierto de Chihuahua.

El Valle de San Joaquin en el sur de California se extiende desde el delta de los rios
San Joaquin y Sacramento al norte, de la sierra de Tehachapi en el sur y de varias
Sierras Costeras de California al oeste, desde la Sierra del Diablo al noroeste hasta la
Sierra del Temblor en el suroeste; y al este limitada con la sierra Nevada.

Por otro lado las regiones potenciales obtenidas en la modelacién localizadas en
region central y sureste de Norteamerica se encuentran geograficamente aisladas por la
sierra madre occidental, caracterizada por montafias con relieve y diseccion vertical de
ligera (100 a 250 m/km?) a moderada (250 a 500 m/km?) (Priego Santander y cols. 2003).
La primera regién, coincide precisamente con la ecoregion localizada en la parte Baja del
Desierto de Sonora y coincide con la descripcion original de Maddy y Coccozza (1964), y
gue incluye el desierto de Mojave Cleveland National Forest y Anza Borrego State Desert
Park en los condados de San Diego, Imperial, Riverside y Orange en el sur de California,
y las planicies deserticas del suroeste de Arizona en los Estados Unidos; asi como a lo
largo de la peninsula de Baja California, la costa del golfo de Cortez en Baja California
Sur y la llanuras aridas del norte de Sonora en México. Por otro lado, la segunda
ecoregion localizada al sureste, y que coincide con la distribucion del desierto de
Chihuahua, y que involucra la region Trans Pecos en Nuevo México y Texas en Estados
Unidos y la region de la Laguna/Bolson de Mapimi en los estados de Coahuila, Durango y
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Chihuahua, las regiones sur y noroeste aridas de Nuevo Ledn, la region Nazas-
Aguanaval en el estado de Zacatecas y la regién antiplano de San Luis Potosi en la
Republica Mexicana (Figura 20). Esta regionalizacion es compatible con los resultados
mas recientes sobre filogeografia de Coccidiodies en Mexico empleando microsatélites,
agrupandose en tres clados: el primero C. immitis exclusivo para California y dos clados
para C. posadasii en las regiones deserticas distribuidas ampliamente en la zona baja del
desierto de Sonora y el desierto de Chihuahua (Figura 21).

Es ampliamente aceptado que el suelo es el habitat natural de Coccidioides spp.
(Emmons 1942; Maddy 1965; Fishery y cols. 2007; Barker y cols. 2007; Barker y cols.
2011; de Macédo y cols. 2011; Lauer y cols. 2011). A pesar de esto, desde que
Coccidioides fue descrito como un microorganismo saprobio de suelo, diversas hipotesis
han sido postuladas para explicar su distribucion espacial aparentemente limitada a
regiones aridas del continente Americano. Algunos autores, basados en el aislamiento del
patdégeno en 6 especies de heterédmidos diferentes, han aceptado la correlacion con
pequefios mamiferos desérticos (Stewart y cols. 1932; Emmons 1942; Swatek 1970).
Evidencia reciente sugiere que el enriquecimiento del suelo con material organica
proporciona las condiciones ideales para el desarrollo de diversos patdgenos flngicos
dentro de las madrigueras de heteromidos en zonas éaridas (Hawkins 1996). En este
sentido, los detritus orgénicos y carcasas animales puede mantener el ciclo de vida de
Coccidioides debajo de la superficie del suelo. Andlisis previos confirman que las
esférulas y endosporas coccidioidales expuestas a fluidos biolégicos sobreviven por largo
tiempo expuestas a diferentes condiciones ambientales. Evidencia mas reciente apoya
esta hipotesis, ya que el analisis gendmico comparativo muestra que Coccidioides no es
saprofito del suelo, sino que ha evolucionado asociado a restos de animales del suelo
(Sharpton y cols. 2009). Sin embargo, esto no ha podido ser confirmado hasta el
momento en el campo debido a la escasa informacion del patdgeno en su ambiente
natural y a los escasos reportes de aislamiento en los ambientes desérticos altamente
endémicos después de extensos muestreos (Swatek y Omieczynski 1967; Maddy y
Crecelius 1967; Lacy y Swatek 1974; Greene y cols. 2000). La evidencia histérica sugiere
gue altas tasas de aislamiento estan correlacionadas con la presencia de madrigueras de
heterémidos (Egeberg y Ely 1956). Es bien conocido que las condiciones
microambientales en las madrigueras de heterémidos proporcionan las condiciones
ideales para el desarrollo fungico (Reichman y cols. 1985; Hawkins 1996, Herrera y cols.
1997, Porras-Alfaro y cols. 2011). En este trabajo no se encontrd correlacién entre el
lugar de muestreo (madriguera, echadero, letrina o superficie del suelo) y la presencia de
Coccidioides spp. en VDP y SJZ. Sin embargo, ambas localidades positivas a la
identificacion tienen abundante evidencia de presencia de heteromidos como
madrigueras activas que fue demostrada posteriormente al lograr captura y recaptura de
diferentes especies endémicas de heteromidos.

De la infeccién por Coccidioides en mamiferos, los heteromidos salvajes son los mas
reportados en la literatura. Estudios previos muestran aislamientos positivos con mayor
prevalencia en ratas canguros (Dipodomys merriami con 17%) y ratones de abazones
(Chaetodipus penicillatus, previamente conocido como Perognathus penicillatus con 15%
de prevalencia). Otras especies de mamiferos asociadas a la enfermedad son C. baileyi,
C. intermedius, C. formosus, asi como ardillas antilope (Citellus leucurus y Citellus harrisi,
ahora Ammospermophilus harrisii); y el ratén saltamontes (Onychomys torridus) (Ajello
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1967; Emmons 1942; Emmons y Ashburn 1942). De las especies de heteromidos
identificadas en este trabajo, Dipodomys simulans y Chaetodipus fallax se encuentran
taxonOmicamente relacionadas con estas especies descritas previamente
(http://pir.uniprot.org/taxonomyy/).

Dipodomys spp. constituye el 80% de la mastofauna desértica en el ecosistema de la
parte Baja del desierto de Sonora, definida hace mas de 40 afios como el area de
distribucion de la enfermedad (Maddy y Coccozza 1964).

La investigacion de la comunidad de heteromidos ha documentado la sucesion
poblacional de Perognathus spp. durante las lluvias estacionales y los monzones en el
desierto (Mares 1981). La biomasa se incrementa y su subsecuente integracion a los
ciclos biogeoquimicos por la accion de los detritivoros y descomponedores,
probablemente aumentan la disponibilidad de fuentes de C y N en los “hotspots”
microbianos. Este planteamiento podria explicar la correlacion entre Coccidioides y las
condiciones climaticas en regiones altamente endémicas previamente descritos en los
andlisis bioclimaticos (Kolivras & Comrie 2003; Park et al. 2005; Zender & Talamantes
2006, Baptista-Rosas y cols. 2010). Probablemente, la humedad del suelo y el aumento
de la disponibilidad de agua en microambientes de estas areas endémicas, pueden tener
importantes consecuencias en la presencia o ausencia de Coccidioides en el ambiente.

Una secuencia alterante de humedad y sequia lleva al desarrollo fungico y a la
formacion de conidios (Comrie y Glueck 2007). Revisiones recientes del tema sugieren
gue la combinacion de veranos tibios y secos seguidos de lluvias intensas invernales en
el ecotono desierto-mediterraneo proporcionan condiciones ideales par la propagacion de
esporas fungicas (Greer y cols. 2008). En este trabajo se encontré evidencia de
Coccidioides spp. en muestras de suelo en todos los muestreos realizados en diferentes
tiempos, incluyendo en Invierno de 2009 en VDP. La ecologia y los cambios
meteoroldgicos relacionados a la variabilidad climética podrian afectar la estructura de las
comunidades microbianas en el sentido de favorecer las condiciones de algunas
poblaciones para sobrevivir y propagarse en condiciones menos adversas.

Nuestros resultados orientan a que el patrén fenologico que se observa en estas
areas localizadas en el norte de la peninsula de Baja California son similares a los
reportados previamente en otras regiones endémicas para Coccidioidomicosis en Norte
América (Kolivras y Comrie 2003, Kolivras y Comrie 2004, Park y cols. 2005, Zender y
Talamantes 2006; Baptista-Rosas y cols. 2010). Usualmente la costa oeste y la region
elevada es mas fria y humeda, mientras que la costa del golfo de California es
extremadamente arida con pp por debajo de 80 mm/anual. La regién Noroeste de la
peninsula de California se encuentra en la transicion entre el clima mediterraneo y
desértico. A lo largo de la costa del pacifico norte domina el clima mediterraneo con
lluvias con Tm que van de 15.7 y 18.1°C. El clima desértico se encuentra al este de la
region mediterrdnea, extendiéndose hasta el Golfo de California al sur de la peninsula,
caracterizado por Tm entre 22.6 and 23°C (Reyes Coca y cols. 1990; Miranda Reyes y
cols. 1991, Reyes Coca y Troncoso Gaytan 2004). La regién mediterranea se encuentra
poco expuesta a huracanes tropicales, la lluvias en verano son escasas Yy presentan
escasas precipitaciones asociadas al monzon de Norteamérica y a sistemas de
conveccion: por lo que no se consideran hidrologicamente significativos como son las
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lluvias estacionales invernales y la tasas evapotranspiracion elevadas (Minnich y cols.
2000). Esta variabilidad en la precipitacion, asi como el microclima hace sutiles
diferencias en los ecosistemas, alterando la composicion de la quimica de los suelos y la
composicion de la biota (Amudson y cols. 1994).

Hay que considerar que el método empleado en ese trabajo parta estimar la
diversidad fungica asociada a la presencia o ausencia del género Coccidioides en
muestras ambientales de areas altamente endémicas de Baja California, México tiene la
desventaja de contener sesgos en la interpretacion resultados ya que los filotipos con
patrones de migracion electroforéticos muy similares pueden estimarse como idénticos
aunque correspondan a organismos distintos. Al no poder secuenciar todos los filotipos
obtenidos, se seleccionaron los mas representativos, por lo que las abundancias
estimadas pueden ser relativas y con un sesgo importante.
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Conclusiones

Muestras ambientales positivas para la presencia de Coccidioides spp. fueron
identificadas en biomas de transicion entre ecosistemas desérticos y mediterraneos con
ombrotipos secos asociados a alta evapotranspiracion del suelo. Estas condiciones se
relacionan a ecosistemas extremos con alta especiacion y biomasas microbianas
limitadas definidas por agentes estresantes ambientales determinantes en zonas aridas:
humedad y temperatura.

Para el analisis de las poblaciones fungicas en las areas de trabajo, a partir de bases
de datos obtenidos por nuestro equipo de trabajo, se construyeron matrices de presencia
y ausencia para 73 filotipos identificados en 25 puntos de muestreo en Valle de las
Palmas y 10 puntos de muestreo para cada poligono de trabajo de campo localizados en
Laguna Salada, Santa Catarina, El Rosario y Catavifia situados en Baja California,
México. Con los resultados recopilados, se construyeron curvas de acumulacion y
rarefaccion donde confirmamos que estos suelos son caracteristicos respecto a una alta
diversidad fungica con poca similitud respecto a filotipos caracterizados, logrando
identificar como una muestra representativa de la comunidad fungica no explorada
previamente en estos ambientes relacionada con la presencia del patégeno en suelos de
zonas endémicas del norte de la peninsula de Baja California.

Estos resultados apoyan la relacion que tiene el nicho ecoldgico de Coccidioides spp.
y patrones de sequia-lluvia que sugieren una correlacion muy importante entre el clima
regional y la epidemiologia de este patégeno fungico en zonas altamente endémicas de
Norteamérica. Reportes previos relacionan a la CM con condiciones asociadas al
fenémeno EI Nifio/Oscilacion del sur (ENSO), manifestados por sequias intensas
seguidas de inundaciones torrenciales en regiones previamente aridas (Colwell & Patz
1998). En nuestro estudio los periodos asociados a condiciones El Nifio en el invierno
2006-2007 y 2009-2010, caracterizadas por un aumento en la lluvia total acumulada,
podrian favorecer la incidencia del patégeno. Sin embargo, bajo escenarios de
calentamiento asociado a fendmenos de Cambio Climatico Regional, eventos extremos
podrian ser mucho mas frecuentes (IPCC 2007), y las regiones aridas y semiaridas de las
regiones subtropicales se volverian mas secas aun (Seager y cols. 2007); de esta
manera, escenarios con condiciones extremas pueden incrementar el riesgo de adquirir
CM (Bernard y cols. 2001; Gamble y cols. 2008). El calentamiento climatico regional
asociado a la emisién de gases de efecto invernadero, los cambios en el patrén de lluvias
y otros fendmenos meteorolégicos pueden cambiar la distribucion espacial, la
temporalidad y los hospederos naturales de enfermedades infecciosas (Kolivras y Comrie
2004; English y cols. 2009). Esto se ha convertido en una importante linea de
investigacion de diversas disciplinas cientificas debido a que las regiones aridas de
Norteamérica son extremadamente vulnerables e estos impactos resultados del cambio
Climatico Global, que incluyen el incremento en eventos climaticos extremos con altas
temperaturas, sequias mas prolongadas e incremento en las precipitaciones asociados a
monsones (Patz y Kovats 2002; Diffenbaugh y cols. 2008). Todos estos cambios
proporcionan un escenario altamente favorable para la redistribucion espacial de las
areas endémicas para CM actualmente conocidas con los subsecuentes cambios en la
epidemiologia de esta enfermedad, conocida como la micosis sistémica mas importante

de Norteamérica.
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Anexo 2. Preparacion de soluciones y reactivos

Solucién SSC
NaCl 0.15 M y Citrato de sodio 0.015 M

Amortiguador TAE 50x
Pesar 242 g de TRIS base. Agregar 500 ml de agua destilada, 57.1 ml de acido
acético glacial, 100 ml de EDTA 0.5 mM a pH8 y aforar con agua destilada a 1 L.

Solucion desnaturalizante al 0%

Mezclar 50 ml de solucién de Acrilamida-Bisacrilamida (37.5:1) al 40%, agregar 2.5 ml
de amortiguador TAE 50x, adicionar 5 ml de glicerol y aforar a 250 ml con agua
destilada.

Solucién desnaturalizante al 100%

Pesar 105.4 g de urea, agregar 50 ml de solucién de Acrilamida-Bisacrilamida (37.5:1)
al 40%, adicionar 100 ml de formamida y mezclar hasta que disuelva perfectamente la
urea. Agregar 5 ml de amortiguador TAE 50x, adicionar 5 ml de glicerol y aforar con
agua destilada hasta 250 ml.

Solucién 8x
Mezclar 200 ml de etanol al 96% con 10 ml de acido acético glacial y 40 ml de agua
destilada.

Solucién para preservacion
Mezclar 250 ml de etanol al 96% con 20 ml de glicerol y 130 ml de agua destilada.

Solucién para fijar
Se emplean 50 ml de solucidon 8x y se agregan 350 ml de agua destilada.

Solucién para revelado
Pesar 10 mg NaBH4 y adicionar 200 ml de NaOH al 1.5%, disolver y agregar 750 uL
de formaldehido.

Solucién de persulfato de amonio (APS) al 10%

Amortiguador TAE 1x.
Se toman 20 ml de solucién TAE50x y se diluye en 1000 ml con agua destilada.
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