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RESUMEN

El hongo dimorfico Histoplasma capsulatum (H.c.) causa la micosis sistémica de
mayor prevalencia en México y en el mundo, la histoplasmosis. Actualmente, es
considerado un complejo de especies distribuidas en ocho clados y siete especies
filogenéticas. Para generar mayor conocimiento de su diversidad genética y
contribuir a su filogeografia, se han realizado varios estudios filogenéticos y de
estructura de poblacion, sin embargo, persisten muchas limitantes asociadas al
manejo de un bajo numero de aislados disponibles debido a su lento crecimiento y
al sesgo generado por el origen de los aislamientos que no proceden de los
diferentes huéspedes de la naturaleza. Con base en los antecedentes de
marcadores filogenéticos del hongo que discriminan ecotipos de H.c. asociados a
su diversidad genética intraespecifica, se planteé un estudio multigénico de
aislados fungicos obtenidos de murciélagos (principalmente) y de origen clinico
con marcadores conocidos del hongo, analizandolos en forma independiente y/o
concatenada. Se utilizaron aislados de H.c. de distintas procedencias geogréficas
(México, Brasil y Colombia) de murciélagos naturalmente infectados (30) y de
casos clinicos (cinco), ademas de cepas de referencia (tres) adquiridas del ATCC,
G-217B y Downs (Estados Unidos) y G-186B (Panamd). Los marcadores
seleccionados fueron fragmentos de los genes ARF, H-ANTI, OLE1, TUB1 vy el
microsatélite (GA),, los cuales se amplificaron y secuenciaron. La diversidad
genética entre los aislados se analizé por el algoritmo “neighbor-joining” (NJ) con
el modelo 2-parametro de Kimura y por la basqueda heuristica a través del método
de maxima parsimonia (MP). Ambos analisis se realizaron con 1000 réplicas,
valores de BT = 70% y empleando la cepa G-217B como grupo externo. Se
determind la diversidad nucleotidica entre aislados y entre grupos y subgrupos de
estos, y asimismo, se construyeron redes haplotipicas para cada marcador. En
general, los andlisis de NJ y MP no mostraron diferencias en sus topologias y
destacaron dos grandes grupos de aislados de H.c., uno formado por todos los
aislados obtenidos de murciélagos de la especie Tadarida brasiliensis, el Unico
aislado de Mormoops megalophylla y los dos aislados de murciélagos del género
Molossus procedentes de Brasil, mientras que el otro grupo incluyo el resto de los

aislados. Algunos grupos de aislados de murciélagos procedentes de la misma
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localidad y fecha de captura tendieron a formar grupos relacionados. Los analisis
de diversidad nucleotidica para cada marcador individual y los cinco concatenados
confirmaron la alta similitud de los grupos y subgrupos de aislados de H.c.
revelados por los analisis filogenéticos, lo que aporta mayor robustez a los
resultados arrojados por los arboles de NJ y MP. Las redes haplotipicas para cada
marcador sugirieron una probable dispersion filogeogréfica y ecotipica de los
aislados de H.c. estudiados asociada con el comportamiento migratorio de los
murciélagos que fueron fuente de aislamiento del hongo y las posibles areas de

infeccion de los casos clinicos humanos.



ABSTRACT

CONTRIBUTION TO THE PHYLOGEOGRAPHY OF Histoplasma capsulatum:
MULTIGENETIC ANALYSIS OF BAT AND HUMAN ISOLATES FROM LATIN
AMERICA

The dimorphic fungus Histoplasma capsulatum (H.c.) causes histoplasmosis, the
most prevalent systemic mycosis in Mexico and worldwide. Currently, it is
considered a complex of species distributed in eight clades and seven
phylogenetic species. To generate more knowledge on its genetic diversity and to
contribute to its phylogeography, several genetic and population structure studies
have been performed; however, there are still many limitations associated to the
low number of available isolates because of their slow growth and bias due to the
origin of isolates that do not come from the different hosts in nature. Based on the
phylogenetic marker antecedents of the fungus that discriminate H.c. ecotypes
associated to its intraspecific genetic diversity, we designed a multigenic study of
fungal isolates obtained from bats (mainly) and of clinical origin with known
markers of the fungus, analyzing them independently and/or in a concatenated
manner. We used H.c. isolates from diverse geographical origins (Mexico, Brazil,
and Colombia) from naturally infected bats (30) and from clinical cases (5), aside
from reference strains (3) acquired from the ATCC, G-217B and Downs (USA) and
G-186B (Panama). The chosen markers were fragment of the genes ARF, H-ANTI,
OLE1, TUB1, and the microsatellite (GA),, which were amplified and sequenced.
Genetic diversity among the isolates was analyzed with the neighbor-joining (NJ)
algorithm using Kimura’'s 2-parameter model, and through a heuristic search
through the maximum parsimony (MP) method. Both analyses were performed in
1000 replicates with a BT value = 70% and using the G-217B strain as outgroup.
We determined the nucleotide diversity among isolates and among groups and
subgroups of isolates, and besides haplotype nets was constructed for each
marker. In general, NJ and MP analyses revealed no differences in their topologies
and pointed out two large groups of H.c. isolates. One constituted by all the
isolates obtained from Tadarida brasiliensis bats, the sole isolate of Mormoops

megalophylla, and the two isolates of bats of the Molossus genus from Brazil;
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whereas the other group included the rest of the isolates. Some groups of isolates
from bats captured from the same locality and at the same date tended to form
related groups. Nucleotidic diversity analysis for each individual and the five
concatenated markers confirmed the high similarity of the groups and subgroups of
H.c. isolates as revealed by the phylogenetic analysis, providing more robustness
to the data from the NJ and MP trees. The haplotypic nets for each marker
suggested a probable phylogeographic and ecotypic dispersion of the studied H.c.
isolates associated with the migratory behavior of the bats from which the fungal
isolates were retrieved and with the possible infective areas of the human clinical

cases.



INTRODUCCION

En las Ultimas décadas la incidencia de enfermedades producidas por hongos
patdgenos se ha incrementado en humanos. Una de las razones de este aumento
es la mayor exposicion del huésped a factores que inducen inmunosupresiones de
diferentes tipos que llevan a éstos a un mayor riesgo de infeccion con propagulos
fungicos. Entre estos factores se encuentran la administraciéon de medicamentos y
procedimientos inmunosupresores, ademas de diferentes enfermedades
asociadas que alteran el sistema inmune, como es el caso de pacientes con SIDA.
Entre las enfermedades de etiologia fungica asociada a huéspedes susceptibles
inmunocomprometidos o inmunocompetentes, expuestos en zonas de alto riesgo
de infeccion, destaca la histoplasmosis, micosis sistémica con compromiso
respiratorio inicial de mayor impacto en el continente americano. Sus principales
zonas endémicas se encuentran entre los valles de los rios Mississippi y Ohio en
los Estados Unidos y las areas de mayor frecuencia de brotes epidémicos se
localizan en los paises latinoamericanos (Taylor et al. 1996; 2000b). Esta
enfermedad fue descrita originalmente en las regiones tropicales y subtropicales
del mundo, entre los paralelos 45° N y 35° S (Kwon-Chung & Bennett 1992); sin
embargo, un nuevo registro de un brote autéctono en la latitud 54° N en Alberta,
Canadéa (Anderson et al. 2006), sugiere una mayor dispersion del patdgeno en la
naturaleza. Esto indica que la distribucién geografica del agente etiolégico de la
histoplasmosis se ha extendido y que, posiblemente, esta relacionada al mayor
alcance en la migracion de mamiferos y de aves que actian como dispersores de
éste. En particular, destacan los murciélagos, mamiferos voladores que ademas
de dispersores pueden servir como reservorios del patdégeno, lo que implica una
aclimatacion tanto del dispersor como del hongo en nichos ecolégicos localizados
en areas geograficas alejadas de los tropicos.

El hongo dimdérfico, Histoplasma capsulatum Darling 1906 (anamorfo o asexual) o
Ajellomyces capsulatus (Kwon-Chung) McGinnis & Katz 1979 (teleomorfo o

sexual) es el agente etioldgico de la histoplasmosis.



Taxonomia de H. capsulatum

H. capsulatum comprende las tres variedades taxondmicas: H. capsulatum var.
capsulatum - Darling, 1906; H. capsulatum var. duboisii (Vanbreuseghem, 1957) -
Ciferri, 1960; y H. capsulatum var. farciminosum (Rivolta, 1873) - Weeks, Padhye,
et Ajello, 1985. Las tres variedades se identifican por su micromorfologia,
distribucion geografica, asociacion con el huésped y formas clinicas de la
enfermedad que producen. Mientras que, A. capsulatus comprende una Unica
especie.

Los géneros Histoplasma y Ajellomyces son el mismo hongo holomorfo,
terminologia asignada a los hongos con esporulacion teleomorfa junto con todos
sus estados anamorfos.

La especie H. capsulatum se sitia en el Reino Fungi, Phylum Ascomycota, dentro
de la Clase Eurotiomycetes, Subclase Eurotiomycetidae, Orden Onygenales,
Familia Onygenaceae y/o Ajellomycetaceae (James et al. 2006; Hibett et al. 2007;

Index Fungorum 2011).

Caracteristicas morfologicas y ecoldgicas de H. capsulatum

Histoplasma capsulatum, es un hongo heterotalico que tiene dos tipos haploides
de compatibilidad sexual denominados (a/+) y (a/-), también llamados “major”’ o
“‘minor”. El teleomorfo, resultante del apareamiento de estos haplotipos, presenta
cuerpos fructiferos cerrados denominados cleistotecios que contienen ascas
subesféricas evanescentes, donde se forman ascosporas de 1.2-1.5 um de
diametro (Kwon-Chung & Bennett 1992).

El hongo es saprobio-geofilico en su fase micelial (M) infectiva que crece en un
rango de temperatura Optima de 25-28 °C y desarrolla filamentos (hifas)
multicelulares. En el laboratorio, H. capsulatum es uno de los pocos hongos que
presenta crecimiento lento en medios de cultivo. Desarrolla colonias albinas (A) o
pigmentadas (B, del inglés “brown”) (Kwon-Chung & Bennett 1992; Tewari et al.
1998), cuyo color varia de pardo claro a oscuro por la presencia de melanina en
las paredes de hifas y conidios (Nosanchuck et al. 2002). Comunmente, se

registran colonias B que conforme se resiembran en medios de cultivo cambian a
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A (Taylor et al. 1999c¢) y, ocasionalmente, presentan un pigmento rojo difusible en
el medio que no esté asociado a las estructuras celulares del hongo y que aun no
ha sido caracterizado (Morris et al. 1986; Taylor et al. 2008). Microscopicamente,
las hifas miden de 1.2-1.5 pum de diametro y forman microconidios Yy
macroconidios. Los microconidios son redondos, piriformes o claviformes de 1-4 x
2-6 um, sésiles o unidos a conidioforos. Los macroconidios tuberculados o
digitiformes tipicos de la especie son de paredes gruesas, redondos o clavados de
8-14 um de diametro que presentan proyecciones de diferentes tamafos que
simulan dedos (digitiformes) (Taylor et al. 2008). Sin embargo, algunas veces se
observan macroconidios atipicos sin proyecciones. Por lo general, los
macroconidios se encuentran adheridos a las hifas a través de conidi6foros cortos
gue suelen formar angulos de aproximadamente 90°.

El hongo presenta una fase levaduriforme (L) unicelular, la cual es parasitaria-
virulenta y se desarrolla preferencialmente dentro de macréfagos,
polimorfonucleares, células dendriticas, células epiteliales y endoteliales de
huéspedes susceptibles, asi como a 37 °C tanto en medios de cultivo complejos o
sintéticos adicionados con suplementos, especialmente glucosa y cisteina. Las
colonias de la fase L tienen aspecto cremoso con color variable del beige claro a
oscuro, pueden ser adherentes o no al medio y presentan superficie rugosa
(colonias R) o lisa (colonias S), esta ultima asociada a células avirulentas sin o-
(1,3)-glucana en la pared celular (Eissenberg et al. 1996). La micromorfologia de
las levaduras esta representada por células ovaladas que varian de 1.3-2 X 2-6 um
de didmetro, uninucleadas y unigemantes con brotes de base estrecha (Taylor et
al. 2008). Las levaduras también presentan melanina asociada a la pared celular
(Nosanchuck et al. 2002).

En el ambiente, el hongo crece favorablemente en guano de murciélagos y aves o
en alimento balanceado para ganado (gallinazas o pollinazas), debido a la
presencia de altas concentraciones de nitrogeno, fosforo y oligoelementos que
conforman los factores bioticos necesarios (nutrientes) para el desarrollo de este
microorganismo. Los factores abioticos, representados por las condiciones fisicas
como poca luz (que favorece la esporulacion), temperaturas 6ptimas (de ambiente
y de suelo) entre 25-30 °C y humedad relativa > 60%, aunados a los bibticos
conforman el nicho ecolégico ideal de H. capsulatum (Kwon-Chung & Bennett
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1992; Tewari et al. 1998; Taylor et al. 1999a; 1999c; 2000b). Taylor et al. (1994)
han aislado el hongo de guano colectado de diferentes profundidades y evidencias
indirectas, por ensayos de ELISA para determinacion de anticuerpos anti-H.
capsulatum en ratones inoculados con sobrenadantes de guano, han demostrado
la presencia del patégeno en muestras de hasta 22.5 cm de profundidad.
Actualmente, la presencia del hongo en material clinico y bioldgico de diferentes
procedencias se detecta por métodos moleculares, los cuales son mas rapidos y
sensibles que los inmunoldgicos y mas aun que los micoldgicos (Bialek et al. 2002;
Bracca et al. 2003; Taylor et al. 2005b; Estrada-Barcenas et al. 2007; Espinosa-
Avilés et al. 2008; Reyes-Montes et al. 2009). Se han realizado, por distintos
investigadores, estudios sobre la micobiota asociada al nicho ecolégico de H.
capsulatum. Particularmente en México, Ulloa et al. (1998; 2006) han descrito
algunas especies de hongos filamentosos no patdgenos como Acremonium sp.,
Aspergillus terreus, A. versicolor, Gymnascella citrina, Gymnoascus dankaliensis,
Malbranchea  aurantiaca, Penicillium spp., Aphanoascus fulvescens,
Chaetomidium fimeti, Phoma sp. Asimismo, Lappe et al. (1998) refieren levaduras
como Candida catenulata, C. ciferrii, C. famata, C. guilliermondii, Rhodotorula spp.
en guano de murciélagos y aves. Esta micobiota asociada es parte de la cadena
trofica propia del nicho ecolégico de H. capsulatum. Acaros micofagos que se
alimentan de hongos del guano de murciélago también pueden estar asociados al
nicho ecologico de H. capsulatum y, posiblemente, desempefian un papel de
dispersion del hongo a través de un mecanismo forético, segin lo sugerido por
Hoffmann (1998) y demostrado por Estrada-Barcenas et al. (2010).

En México, H. capsulatum se encuentra en lugares especiales que pueden ser
definidos como sitios de alto riesgo de infeccion y que se asocian a la forma
epidémica de la enfermedad, en particular, ambientes cerrados como cavernas,
cuevas, minas, bocaminas, tuneles, puentes, criptas de iglesias y construcciones
abandonadas, donde se acumulan guano de murciélagos. Histoplasma también se
encuentra disperso en los denominados sitios de bajo riesgo de infeccién
asociados a la forma endémica de la enfermedad, en general, ambientes abiertos
como patios caseros 0 bajo el follaje de los arboles en parques y paseos publicos
donde se depositan excretas de aves y murciélagos (Taylor et al. 2000b).
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Antecedentes genéticos y filogeogréaficos de H. capsulatum

Histoplasma capsulatum representa un complejo de especies y es considerado
una especie criptica (Kasuga et al. 1999). Con base en las secuencias parciales
de cuatro genes, factor de ribosilacion del ADP (ARF), precursor del antigeno H
(H-ANTI), desaturasa A-9 de acido graso (OLE1) y a-tubulina (TUB1), Kasuga et
al. (2003) han propuesto una clasificacion filogenética de la especie H. capsulatum
qgue incluye ocho clados: Norte América clase 1 (NAm 1); Norte América clase 2
(NAm 2); Latinoamérica grupo A (LAm A); Latinoamérica grupo B (LAm B);
Australiano; Holandés; Eurasiano; y Africano. De estos ocho clados siete
representan especies filogenéticas, con excepcion del clado Eurasiano. El estudio
filogeogréfico de Kasuga et al. (2003), se realiz6 con 137 aislados de H.
capsulatum procedentes de 25 paises, siendo que la mayoria de los aislados
estudiados fueron de origen clinico. Taylor et al. (2005a), utilizando los mismos
marcadores y 14 aislados de H. capsulatum var. capsulatum obtenidos de
murciélagos naturalmente infectados, capturados en México y con distintos habitos
migratorios (Artibeus hirsutus- no migratorios y Leptonycteris nivalis, L. curasoae,
Tadarida brasiliensis mexicana- migratorios), sugieren la existencia de una nueva
poblacién genética de H. capsulatum.

Distintas estructuras de poblaciones (clonales y recombinantes) de aislados de H.
capsulatum han sido referidas por diversos autores (Carter et al. 1996; 1997;
2001; Kasuga et al. 1999; Taylor et al. 1999b). Particularmente, Carter et al. (1996;
1997; 2001), generaron varios marcadores moleculares para determinar tanto la
estructura de poblacién como el polimorfismo genético de aislados de Estados
Unidos y Colombia, con base en diferentes métodos, RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), PCR-convencional (Polymerase Chain Reaction), AP-
PCR/RAPD (Arbitrarily Primed-PCR/Random Amplification of Polymorphic DNA),
SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) y SNP (Single Nucleotide
Polymorphism). Estos autores reportaron un marcado polimorfismo genético
asociado a patrones genotipicos multilocus generados por RFLP, AP-PCR y SSCP
en treinta aislados clinicos procedentes de Indianapolis, Estados Unidos, y
asimismo refieren para este grupo de aislados una estructura de poblacién

recombinante (Carter et al. 1996). Posteriormente, realizaron analisis de
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poblaciones genéticas con 11 de los marcadores bialélicos previamente utilizados
y tres nuevos marcadores multialélicos (microsatélites), éstos ultimos
caracterizados por tener motivos repetitivos hipervariables y ser altamente
polimorficos. Los tres loci microsatélites, CA(T)n, (CA)n y (TC)n, este ultimo
también denominado HSP-TC o (GA)n, permitieron distinguir aislados individuales
de Indianapolis y discriminar poblaciones de H. capsulatum de Estados Unidos y
de otra procedencia geografica (Colombia) (Carter et al. 1997). Por tal motivo,
estos autores han propuesto el uso de varios microsatélites para distinguir
aislados a nivel individual, y asimismo, para llevar a cabo estudios epidemioldgicos
y de tiempos evolutivos (Carter et al. 1997). Finalmente, Carter et al. (2001)
realizaron un estudio multilocus utilizando la informacién del polimorfismo de 11
marcadores SNPs y el microsatélite (GA)n para identificar los niveles de
diferenciacion genética de poblaciones de H. capsulatum de Norte y Sudamérica,
considerando un total de 69 aislados fungicos, de los cuales 16 procedieron de
Colombia. Una significativa diversidad genética fue encontrada entre aislados
procedentes de distintas regiones de Estados Unidos y, asimismo, para las
poblaciones del hongo de Norte América y de Sudamérica (Colombia) lo que
apoya la probable existencia de diferentes especies filogenéticas de H.
capsulatum.

Nuevos datos fueron obtenidos con las secuencias parciales de los genes ARF, H-
ANTI, OLE1 y TUB1 (Taylor et al. 2005a) y del microsatélite (GA)n (Taylor et al.
2011), en muestras de aislados de H. capsulatum recuperados de murciélagos con
hébitat cavernicola. Un analisis posterior, utilizando estos cinco marcadores
moleculares procesados de manera concatenada, detect6 la separacion de un
grupo de aislados obtenidos del murciélago migratorio T. brasiliensis mexicana
que esta siendo propuesto como un nuevo clado, posiblemente mas asociado a
los clados hermanos de Norte América (Taylor et al. 2009).

Con base en los antecedentes filogeograficos del hongo, el estudio multigénico de
aislados fangicos de murciélagos y de casos clinicos humanos utilizando varios
marcadores moleculares analizados de forma independiente o concatenada
permitira discriminar ecotipos geograficos de H. capsulatum asociados a su gran
diversidad genética intraespecifica y monitorear la distribucion geogréfica de este

patdgeno en algunos paises de América, lo cual generara informacién util para
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ampliar el conocimiento sobre la asociacion ecologica, evolutiva y posible
dispersion del patdgeno en diferentes regiones geogréficas, contribuyendo asi a la

epidemiologia de la histoplasmosis.

JUSTIFICACION

Para el desarrollo del presente trabajo de tesis se han seleccionado algunos
marcadores bien estudiados en H. capsulatum y que cuentan con suficientes sitios
informativos para arrojar, en un analisis multigénico mas amplio, resultados
importantes que permitan distinguir diferencias genéticas intraespecificas del
hongo asociado a distintas distribuciones geograficas y a un huésped silvestre con
actividad de dispersiéon del patégeno, como son los murciélagos. Entre los
marcadores propuestos, se utilizaron los fragmentos génicos de los genes ARF, H-
ANTI, OLE1l y TUB1, ademas del marcador (GA)n que tiene un alto poder
discriminatorio y es altamente polimaérfico, tanto en el largo del microsatélite como
en sus regiones flanqueantes, lo que le ha permitido distinguir aislados

individuales y poblaciones de éstos de diferentes origenes geograficos.
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HIPOTESIS
El andlisis multigénico a través de marcadores moleculares con muchos sitios
informativos permitira conocer con mas robustez la diversidad genética
intraespecifica de aislados de Histoplasma capsulatum obtenidos de murciélagos y
humanos, el cual podra aportar nuevos datos a la filogeografia de este patégeno.
OBJETIVOS

e General

Contribuir al conocimiento de la filogeografia del patégeno H. capsulatum por

medio de un analisis multigénico.

e Particulares

1) Evidenciar mayor diversidad genética entre aislados de H. capsulatum a través

del uso de marcadores moleculares muy informativos.

2) Correlacionar los resultados de los analisis genéticos con la procedencia

geografica de los aislados fungicos.

3) Proponer patrones filogenéticos para los grupos de aislados fungicos
estudiados, de acuerdo con su distribucion geografica y el huésped asociado.
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MATERIALES Y METODOS

Aislados fungicos

Se utilizaron 30 aislados de H. capsulatum provenientes de murciélagos
naturalmente infectados y capturados al azar en México (Estados de: Chiapas,
Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca y Puebla) y Brasil
(Municipios de Jundiai y Mogi Mirim, Sdo Paulo) y, asimismo, cinco aislados
clinicos de pacientes con histoplasmosis procedentes de México y Colombia. Se
estudiaron simultaneamente tres cepas de referencia del ATCC, G-217B y Downs
de Estados Unidos y G-186B (Panama). Los datos generales de cada aislado y/o
cepa estudiados estan referidos en la tabla 1. Todos los aislados del estudio estan
depositados en la Coleccion de Cepas de Histoplasma capsulatum del Laboratorio
de Inmunologia de Hongos del Departamento de Microbiologia y Parasitologia, de
la Facultad de Medicina, UNAM (Taylor et al. 1999c). Esta coleccién se encuentra
registrada en la base de datos de la Word Data Centre on Microorganisms
(WDCM) de la Word Federation for Culture Collection (WFCC) con el No. LIH-
UNAM WDCM817, con acceso electrénico:
http://wdcm.nig.ac.|p/CCINFO/CCINFO.xmk?817.

Procedimientos de bioseguridad

Debido a que H. capsulatum es clasificado como un patégeno de riesgo biolégico
nivel 3, su manejo se realizd en una area restringida de la Unidad de Micologia del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM. Esta area se adaptd para funcionar bajo condiciones adecuadas de
bioseguridad y cuenta con campanas de bioseguridad tipo Il con filtros HEPA en
las cuales se efectué el manejo de la fase micelial (infectiva) del patégeno.
Asimismo, dentro de la misma area se cuenta con espacios adaptados ex profeso
para los diferentes procedimientos de biologia molecular. El acceso a cualquiera
de los espacios de trabajo de riesgo biolégico y molecular esta limitado al personal
de la Unidad de Micologia y bajo un reglamento especifico. En esta area sélo se

trabaja bajo condiciones de bioseguridad acordadas previamente por la
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comunidad de la Unidad de Micologia y los desechos de todo el material biolégico
y molecular se manejan de acuerdo con lo establecido por la Comision de Manejo
de Residuos Bioldgicos y Quimicos de la Facultad de Medicina, UNAM.

Cultivo de micelio de H. capsulatum y extraccion del DNA

Los aislados de H. capsulatum se cultivaron en medio GYE-liquido (glucosa 2% y
extracto de levadura 1%) a 26 °C, durante 3-4 semanas. La biomasa micelial se
cosechd por filtracion en un embudo Buchner con papel filtro Whatman No. 1 6 por
centrifugacion a 6000 rpm durante 30 min. Se lavé dos veces con TE (Tris-HCI 10
mM, EDTA 1 mM a pH 8.0) y agua Milli-Q estéril. Se seco la biomasa micelial con
papel filtro estéril y se almacend a -20 °C. La pureza del cultivo micelial con
crecimiento en medio liquido, se comprobd por medio de la prueba de
exoantigenos especificos en IDG con el filtrado concentrado de éste y solo los
cultivos cuyos filtrados desarrollaron reaccion de precipitacion con el suero testigo
positivo se utilizaron para la extraccion de DNA.

La extraccién de DNA se realiz6 en campana de bioseguridad, depositando de 5-7
g de micelio seco en un tubo de centrifuga Falcon estéril de 50 mL y agregando
suficiente amortiguador de lisis (50 mM Tris-HCl a pH 7.1, 50 mM EDTA a pH 8.0,
3% SDS, 1% B-mercaptoethanol) para cubrirlo. Posteriormente, se triturd el micelio
en condiciones estrictas de seguridad, utilizando un sistema de aspas estériles
adaptadas a un homogeneizador ULTRA-TURRAX T8 (IKA® Works, Inc.,
Wilmington, NC), dando tres pulsos de 1 min cada uno. El triturado se distribuy6
en tubos Eppendorf de 1.5 mL, los cuales se centrifugaron a 14000 rpm, 4 °C, 15
min y se transfirieron 0.5 mL del sobrenadante de cada tubo a nuevos tubos
Eppendorf de 1.5 mL. Se agregaron 5 uL de RNasa (100 mg/mL) a cada tubo, se
agitaron en vortex y se incubaron a 37 °C por 2 h o bien toda la noche. Enseguida,
se agregaron 10 uL de proteinasa K (concentracion final 200 ug/mL) a cada tubo,
se agitaron en vortex y se incubaron a 60 °C, durante 1 h. Posteriormente, a cada
tubo se agregd un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se mezclo por
inversion (60 veces) hasta obtener una solucion homogénea, la cual se centrifugo
a 14000 rpm, durante 15 min. Se recupero la fase acuosa y se colocé en un tubo

Eppendorf nuevo de 1.5 mL. Una vez mas, se agregd un volumen de fenol-
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cloroformo-isoamilico y se repitio el procedimiento anterior. A la fase acuosa final
recuperada se le afiadié acetato de sodio 3 M (1/40 del volumen obtenido) y dos
voliumenes de etanol absoluto frio, agitando suavemente para precipitar el DNA o
se dejo toda la noche a -20 °C. Al dia siguiente, se centrifugd a 14000 rpm,
durante 2 min, se descartd el sobrenadante, se lavé el precipitado con etanol al
70% y se centrifugd a 14000 rpm, durante 1 min. Se decanto el sobrenadante y se
dej6 evaporar el etanol del precipitado final. Finalmente, el DNA se resuspendi6 en
100 yL de agua Milli-Q y se almacen6 a —20 °C hasta su uso. En todos los
procedimientos se utilizaron tubos y puntas de baja retencion de acidos nucléicos
(Axygen Scientific, Inc., Union City, CA) para evitar la pérdida de éstos por

adherencia al plastico y en consecuencia aumentar su rendimiento.

Determinacion de la concentracion y pureza del DNA

Ambas caracteristicas se determinaron por electroforesis (100-120 V, 50 min) en
gel de agarosa al 0.8% preparado en amortiguador TBE 0.5 X, pH 8.0 (Tris-Base
45 mM, &cido borico 45 mM, EDTA 1 mM) con bromuro de etidio (10 ug/mL). Se
tomaron 2 uL de cada muestra de DNA que se mezclaron con 2 uL de solucion
indicadora de carga 10X (azul de bromofenol 0.25%, xilen cianol 25% y Ficoll-400
25%) antes de aplicarla en el gel en sus respectivos carriles. Los carriles extremos
se reservaron para la aplicacién de 2 uL de las diluciones de 10 y 20 ng/uL de una
muestra del fago Lambda (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) utilizada como
estandar de tamafio molecular para estimar la concentracion de DNA de las
muestras. El gel se visualizé en un transiluminador UV MultiDoc-It Digital Imaging
System (UVP Inc., Upland, CA) cuya imagen se fotodocumenté en archivos
digitales formato TIFF empleando el software VisionWorksLS versién 6.1.1 (UVP).
Finalmente, las muestras de DNA se ajustaron a la concentracion deseada y se

conservaron a -20 °C hasta su uso.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los marcadores moleculares

utilizados para los andlisis filogenéticos de H. capsulatum

Amplificaciéon de los genes: ARF, H-ANTI, OLE1 y TUB1

A partir de las secuencias parciales de cuatro genes que codifican proteinas se
disefiaron los oligonucledétidos segun Kasuga et al. (1999; 2003), a saber: para el
gen ARF (factor de ribosilacion del ADP) los oligonucledtidos arfl (5'-
AGAATATGGGGCAAAAAGGA-3’) y arf2 (5"-CGCAATTCATCTTCGTTGAG-3’);
para el gen H-ANTI (molécula precursora del antigeno H) H-anti3 (5'-
CGCAGTCACCTCCATACTATC-3) y H-anti4 (5-GCGCCGACATTAACCC-3");
para el gen OLEl1 (desaturasa delta-9 de &cido graso) ole3 (5'-
TTTAAACGAAGCCCCCACGG-3’) y ole4 (5"-CACCACCTCCAACAGCAGCA-3");y
para el gen TUB1 (alfa-tubulina) tubl (5'-GGTGGCCAAATCGCAAACTC-3) y tub2
(5"-GGCAGCTTTCCGTTCCTCAGT-3’) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA). La PCR se llevé a cabo con las siguientes condiciones: se usaron 10 ng de
DNA gendmico en una mezcla de reaccion de 25 uL conteniendo 0.2 uM de cada
oligonucledtido probado, 1 U de Tag-DNA polimerasa (Applied Biosystems Inc.
Foster City, CA), 1 X del amortiguador comercial B10X de la Taq, 2.5 mM MgCl, y
200 pM de cada dNTP (Applied Biosystems) en un termociclador MAXYGENE
Thermal Cycler (Axygen) con el siguiente programa de ciclado: un ciclo a 94 °C-5
min, seguido de 32 ciclos a 94 °C-15 s, a 65 °C-30 sy a 72 °C-1 min, y un ciclo
final de extensién a 72 °C-5 min. La temperatura inicial de alineacion de 65 °C fue
paulatinamente reducida en 0.7 °C por ciclo, durante los primeros 12 ciclos.
Posteriormente, la PCR siguié a una temperatura de alineacién de 56 °C para los

20 ciclos restantes.

Amplificacion del microsatélite (GA)n (HSP-TC)

Para su amplificacion se utilizaron los oligonucleodtidos: HSP-TC/L (5
GAAGCCCTGGAGGTAGACGA-3)) y HSP-TC/U )
GACCACGAGTGGTTCCCGAA-3’) (Invitrogen) como fueron descritos por Carter
et al. (1997, 2001) y Taylor et al. (2011).
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La amplificacion se llevo a cabo de la siguiente manera: se usaron 20 ng de DNA
gendmico en una mezcla de reaccion de 25 pL, conteniendo 100 pmoles/mL de
cada oligonucleotido, 1 U de Tag-DNA polimerasa (Applied Biosystems), 1 X del
amortiguador comercial B10X de la Taq, 2.0 mM MgCl,, y 200 uM de cada dNTP
(Applied Biosystems). Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
MAXYGENE Thermal Cycler (Axygen) con el siguiente programa: un ciclo a 94
°C-5 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C-1 min, a 60 °C-1 miny a 72 °C-1 min; y
un ciclo final de extension a 72 °C-5 min.

En todas las amplificaciones se utilizd, como testigo positivo el DNA del aislado
EH-53, obtenido de un caso clinico de histoplasmosis diseminada; y como testigo

negativo agua Milli-Q.
Secuenciacion de los marcadores

Los productos amplificados se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5% bajo las mismas condiciones de corrida mencionadas para la cuantificacion
de DNA. Se utiliz6 como marcador de tamafio molecular el 100-pb DNA Ladder
(Gibco Laboratories, Grand Island, NY). Los geles se visualizaron con el
transiluminador MultiDoc-It System (UVP Inc) y las imagenes se capturaron en
extension TIFF.

La purificacién de los productos se realizé con los kits Montage® PCR Centrifugal
Filter Devices (Millipore Corporation, Bedford, MA) y/o QIAquick® Gel Extraction Kit
(Qiagen, Valencia, CA) que optimiza la recuperacion del producto segun su
tamafio molecular. El DNA amplificado se envi6 a la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, para la secuenciacion de ambas
hebras (sentido y antisentido) en un aparato ABIl-automated DNA sequencer
(Applied Biosystems). Se generd una secuencia consenso para cada aislado.

Las secuencias obtenidas para cada marcador estan en proceso de depdésito en la

base de datos del GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Sequin/index.html).
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Andlisis genéticos
Alineamientos
Las secuencias de los cinco marcadores de cada aislado y/o cepa estudiados asi

como de las cepas de referencia fueron alineadas con MEGA version 5.0

(MEGA5S) (http://www.kumarlab.net/publications) y editadas visualmente. Para

llevar a cabo la alineacion de cada marcador se consideraron los siguientes
fragmentos génicos: 450 nucle6tidos (nt) del 415 al 865 nt para ARF; 391 nt del
394 al 785 nt para H-ANTI; 414 nt del 37 al 450 nt para OLE1; 271 nt del 590 al
860 nt para TUBL; y 240 nt del 1971 al 2210 nt para el microsatélite (GA)n y sus

regiones flanqueantes.

Andlisis filogenéticos

Los andlisis filogenéticos se realizaron con el mismo programa en forma
independiente para cada marcador y concatenada para los cinco marcadores
(andlisis multigénico). Las relaciones filogenéticas entre los aislados fueron
evaluadas por medio de las topologias de los arboles generados por: 1) el
algoritmo “neighbor-joining” (NJ) (Saitou & Nei 1987) utilizando el modelo de
distancias genéticas 2-parametro de Kimura (Kimura 1980), considerando las
deleciones de pares de bases (gaps/missing data) y las tasas de mutacion
uniformes entre los sitios analizados; y 2) el método de maxima parsimonia (MP)
(Eck & Dayhoff 1966), empleando el algoritmo del vecino mas cercano (close-
neighbor-interchange) (Nei & Kumar 2000) y los “gaps” fueron utilizados como
quinto caracter. La prueba de bootstrap (BT) (Felsenstein 1985) con 1000 réplicas
fue realizada tanto para NJ como para MP y se consideraron los BT = 70%. Para
cada andlisis se utilizd la cepa G-217B como grupo externo, las secuencias de
ésta para cada marcador se obtuvieron de la base de datos del GenBank
(nimeros de acceso: L25117.1, U20346, X85962.1, M28358.1 y L11390.2 para
ARF, H-ANTI, OLE1, TUB1 y (GA)n respectivamente).
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Diversidad nucleotidica

Se estim6 la diversidad nucleotidica (=) para todos los aislados de H. capsulatum
muestreados entre grupos y subgrupos de éstos, para cada marcador analizado
individualmente o en forma concatenada, usando los datos generados por los
analisis de MP con el programa para Windows DnaSP ver. 5.10 (Librado & Rozas
2009).

Redes haplotipicas
Las redes de haplotipos asociadas con las secuencias de cada uno de los
marcadores moleculares procesados fueron representadas graficamente,

especificando cada distancia genética por nodos generados por el programa TCS
ver. 2.0 (Clement et al. 2000).
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RESULTADOS

Aislados de H. capsulatum estudiados

Los datos de tipo de huésped, material de aislamiento, fecha y lugar de colecta y
procedencia geografica de los aislados y/o cepas estan referidos en la tabla 1. La
mayoria de los aislados estudiados procedié de murciélagos con diferentes
habitos alimenticios y migratorios capturados en México y Brasil. Los datos de los
murciélagos de México con aislamiento de H. capsulatum son: uno de Mormoops
megalophylla (insectivoro, migratorio) de Guerrero; siete de Artibeus hirsutus
(frugivoro, no migratorio) de Morelos, siete de Leptonycteris nivalis (polinivoro-
nectarivoro, migratorio), siendo cinco de Morelos y dos de Puebla; dos de L.
curasoae (polinivoro-nectarivoro, migratorio) de Oaxaca; uno de Desmodus
rotundus (hematéfago, no migratorio) de Morelos; 10 de Tadarida brasiliensis
(insectivoro, migratorio), siendo cuatro de Chiapas, dos de Michoacan, dos de
Hidalgo uno de Nuevo Leo6n y dos de Oaxaca. Los datos de los murciélagos de
Brasil con aislamiento de H. capsulatum son: uno de Molossus molossus y otro de
M. rufus (ambos insectivoros, no migratorios) procedentes de Sao Paulo. Los
aislados restantes procedieron de humanos, dos de México (Hidalgo y Morelos) y
tres de Colombia. Las cepas de referencia seleccionadas para este estudio fueron
de casos clinicos de humano, la G-217B (también utilizada como grupo externo en
los andlisis filogenéticos) y la Downs de Estados Unidos, ademas de la cepa G-
186B de Panama.

Extraccion, amplificacion y purificaciéon del DNA

Después de la extraccion de DNA de cada uno de los aislados y o cepas incluidas
en el estudio, la pureza y concentracion de éstos fue monitoreada por
electroforesis en gel de agarosa y visualizada en un transiluminador como se
describié en materiales y métodos. Solo los DNAs con bandas bien definidas, sin
evidencias de degradacion y contaminacion con proteinas o RNA fueron ajustados
a una concentracion aproximada de 10 ng/ul para su manejo 6ptimo en las

reacciones de PCR.
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Andlisis genéticos

Analisis de los alineamientos de las secuencias obtenidas

Las secuencias de los marcadores obtenidas para cada aislado fueron analizadas
después de ser alineadas y editadas. Este andlisis se realiz6 en forma individual
para cada marcador a fin de identificar los cambios genéticos ocurridos con
relacion a las secuencias de la cepa de referencia G-217B depositadas en la base
de datos del GenBank. El numero de sitios informativos de cada marcador y de los
cinco analizados en forma concatenada se muestra en la tabla 2, donde se
evidencia que el marcador mas informativo fue TUB1 con 90 sitios, seguido del
microsatélite (GA)n y sus regiones flanqueantes con 65 sitios. Los marcadores con
menos sitios informativos fueron H-ANTI, OLE1 y ARF con 42, 35 y 32
mutaciones, respectivamente. Asimismo, en el analisis de los cinco marcadores en
forma concatenada se consider6 un total de 264 sitios informativos (Tabla 2). Las
sustituciones, inserciones y deleciones se detallan, para cada marcador, en las
figuras 1-5.

Para ARF se encontraron 26 sustituciones (13 transversiones y 13 transiciones),
cuatro inserciones y dos deleciones (Fig. 1).

De los cambios referidos para ARF, dos transversiones diferentes ocurrieron en
los nucleétidos 568, 581 y 641 segun los aislados estudiados. En el nucleétido
568, la sustitucidbn G/T ocurrié en 21 aislados mexicanos y tres colombianos,
mientras que G/C s6lo ocurrié en un aislado brasilefio (154-04). En el nucle6tido
581, la sustituciéon T/G ocurrié en las cepas de referencia Downs de Estados
Unidos y G-186B de Panama, en ocho (EH-384l, EH-384P, EH-655P, EH-658H,
EH-670B, EH-670H, EH-671P y EH-672B) de los 10 aislados mexicanos obtenidos
del murciélago T. brasiliensis ademas del aislado del murciélago M. megalophylla
(EH-315), asi como en los dos aislados de murciélagos de Brasil (154-04 y 190-
03); mientras que una sustitucién T/A ocurrié en 21 aislados mexicanos y en los
tres aislados colombianos estudiados. En el nucleoétido 641, una sustitucion T/G se
registro en la mayoria de los aislados estudiados a excepcion de una sustitucion
T/A que se encontré solo en aislados del murciélago no migratorio A. hirsutus

capturados en el mismo refugio y en la misma fecha (ver detalles en tabla 1).Una
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transversion A/C ocurri6 en el nucleétido 440 para los aislados EH-437 (D.
rotundus) y EH-449I (L. nivalis) ambos capturados en fechas distintas en el mismo
refugio de Morelos, México. En el nucle6tido 525 una transversion G/C ocurrio en
un gran numero de los aislados mexicanos, exceptuando la mayoria de los
aislados de T. brasiliensis y el aislado EH-315 de M. megalophylla, siendo que
esta misma mutacion ocurrié en los aislados colombianos y estuvo ausente en los
aislados de Brasil. Asimismo, en el nucle6tido 623 ocurrié una transversion C/A en
seis de los 10 aislados procedentes de T. brasiliensis y en el aislado EH-315 (M.
megalophylla).

Una transicion A/G se present6 para ARF en el nucleétido 617 en los dos aislados
procedentes de Brasil. Dos transiciones A/G y T/C, ocurrieron en los nucleotidos
539 y 556, respectivamente, registrandose en la mayoria de los aislados
mexicanos Yy en todos los colombianos. Ademas, en el nucledtido 648 se presento
una transicion G/A en los aislados de A. hirsutus capturados en el mismo refugio y
en el aislado de Brasil 190-03.

Finalmente, se observo una delecion en el sitio nucleotidico 612 (A) en 22 aislados
mexicanos y tres colombianos.

Mutaciones comunes en todos los aislados y/o cepas estudiados se presentaron,
como transversiones en los nucleétidos 578 (C/A), 592 (T/A), 620 (A/C), 703 (G/C)
y como inserciones en los sitios nucleotidicos 532 (A), 533 (A) y 534 (C).
Sustituciones puntuales ocurrieron en cinco aislados (tres de México y dos de
Brasil) y en las dos cepas de referencia (Downs y G-186B) en diferentes
nucleétidos y, en algunos casos, ocurri6 mas de una mutacién en la misma
secuencia. Entre estas sustituciones se presentaron transversiones en los
nucledtidos 564 (C/A), 621 (A/C), 635 (G/C) y transiciones en los nucleétidos 421
(T/C), 528 (T/C), 537 (T/C), 561(A/G), 600 (T/C), 636 (C/T), 642 (CIT), 697 (G/A) y
712 (G/A).

Por udltimo, se registré una insercion en el sitio nucleotidico 671 (T) para el
aislados 154-04 de Brasil y una delecién en el sitio nucleotidico 592 (T) para el
aislado EH-437 de México.

Para H-ANTI se encontraron 40 sustituciones (14 transversiones y 26

transiciones), una insercion y una delecién (Fig. 2).
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De los cambios referidos para H-ANTI, dos transversiones diferentes ocurrieron en
los nucledtidos 557 y 560 segun los aislados estudiados. En el nucle6tido 557, una
sustitucion C/G ocurrié sélo en la cepa Downs y una C/A ocurrid sélo en los
aislados brasilefios. En el nucledtido 560, una sustitucion G/C ocurrio en la
mayoria de los aislados y/o cepas estudiados y una G/T se observé en todos los
aislados obtenidos del murciélago T. brasiliensis. Mientras que, en el nucleétido
748, una transversion T/A ocurrio en el asilado AP de Colombia y una transicion
T/C se presento en el resto de los aislados y las cepas de referencia Downs y G-
186B.

En el nucledtido 735 ocurrié una sustitucion A/T en la mayoria de los aislados de
T. brasiliensis y en el Unico aislado de M. megalophylla. En 19 de los aislados
mexicanos Yy en los tres aislados colombianos ocurrieron, una transversion en el
nucledtido 518 (A/T) y cinco transiciones T/C, C/T, T/IC, G/IA 'y CI/T en los
nucleétidos 503, 510, 519, 534 y 543, respectivamente, siendo que la transicion
encontrada en el nucleétido 543 también se presentd en el Unico aislado de Nuevo
Ledn EH-696P de T. brasiliensis, en los dos aislados de murciélagos de Brasil y en
las cepas de referencia Downs y G-186B. En los nucleétidos 628 y 643 ocurrieron
las transiciones G/A y A/G, respectivamente, en los aislados brasilefos,
colombianos y en todos los aislados mexicanos excluyendo los obtenidos de los
murciélagos T. brasiliensis y M. megalophylla.

Se registré una inserciébn en el sitio nucleotidico 405 (C) en cinco aislados
mexicanos y una delecién en el nucleétido 600 en todos los aislados estudiados, a
excepcion de los de T. brasiliensis, M. megalophylla y las cepas de referencia
Downs y G-186B.

Mutaciones comunes en todos los aislados y/o cepas estudiados se presentaron,
como transversion en el nucledtido 566 (T/A) y como transiciones en los
nucleodtidos 670 (C/T), 694 (G/A), 726 (T/C) y 734 (AIG).

Sustituciones puntuales ocurrieron en ocho aislados (tres de México, dos de Brasil
y tres de Colombia) y en las dos cepas de referencia (Downs y G-186B) en
diferentes nucleoétidos y, en algunos casos, ocurrio mas de una mutacion en la
misma secuencia. Estas sustituciones se presentaron como transversiones en los
nucledtidos 454 (T/G), 532 (A/T), 571 (GIC), 579 (A/T), 622 (C/A) y 749 (GIT) y
como transiciones en los nucleétidos 416 (C/T), 431 (G/A), 437 (C/T), 446 (AIG),
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479 (G/A), 548 (G/A), 552 (A/G), 573 (T/C), 575 (C/T), 584 (CIT), 585 (T/C), 600
(GIT), 652 (CIT), 716 (A/IG) y 765 (T/C).

Para OLEl1 se encontraron 34 sustituciones (siete transversiones y 27
transiciones), una insercion y ninguna delecion (Fig. 3).

De los cambios referidos para OLEL, transiciones A/G, G/A 'y C/T ocurrieron en los
nucleétidos 70, 249 y 384, respectivamente, en la mayoria de los aislados
obtenidos del centro de México y ademas el aislado de T. brasiliensis de Nuevo
Leodn, con excepcion de nueve aislados del murciélago T. brasiliensis y del aislado
de M. megalophylla, asi como de los aislados colombianos. Destaca que la
transicion G/A en el nucleétido 249 también se presentd en la cepa Downs. Las
transiciones C/T, T/C y C/T en los nucleétidos 85, 400 y 412, respectivamente, se
presentaron en cinco aislados obtenidos del murciélago T. brasiliensis y en el
aislado de M. megalophylla. Asimismo, una transicion A/G ocurrio en el nucleétido
67 en la mayoria de los aislados estudiados con excepcién de la cepa de
referencia Downs y el aislado mexicano EH-376 obtenido de A. hirsutus.
Mutaciones comunes en todos los aislados y/o cepas estudiados se presentaron,
como transversidon en el nucleétido 351 (C/G) y como transiciones en los
nucledtidos 68 (C/T), 76 (A/G), 93 (T/C) y 188 (T/C).

Sustituciones puntuales ocurrieron en seis aislados (cuatro de México y dos de
Colombia) y en la cepa de referencia Downs en diferentes nucleétidos y, en
algunos casos, ocurri6 mas de una mutacion en la misma secuencia. Entre estas
sustituciones se presentaron transversiones en los nucleétidos 62 (C/A), 285
(T/G), 332 (G/C), 439 (A/T), 344 (GIT) y 159 (C/G) y transiciones en los
nucledtidos 38 (C/T), 55 (G/A), 94 (CI/T), 126 (G/A), 129 (G/A), 157 (GI/A),
187(G/A), 198 (C/T), 213 (G/A), 216 (A/G), 219 (CIT), 231 (A/G), 313 (C/T), 315
(T/C), 320 (T/C) y 357 (A/G). Por ultimo, se detectd una insercion en el sitio
nucleotidico 346 (T) en el aislado clinico de México EH-53.

Para TUB1 se encontraron 39 sustituciones (13 transversiones y 26 transiciones),
ninguna insercion y 51 deleciones (Fig. 4).

De los cambios referidos para TUB1, una transversiéon G/C ocurrié en el nucleétido
612 en 17 aislados de México y los tres aislados de Colombia, mientras que una
transversion T/A ocurrid en el nucledtido 694 en la mayoria de los aislados

mexicanos, en los dos aislados de Brasil y en los tres de Colombia. Transiciones
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en los nucledtidos 601 (A/G), 626 (C/T), 663 (T/C), 667 (G/A) y 799 (CIT)
ocurrieron en un aislado clinico de México (EH-53), dos aislados obtenidos del
murciélago de la especie A. hirsutus (EH-377 y EH-378) y en el Unico aislado
obtenido del murciélago D. rotundus (EH-437). Asimismo, una transicion T/C
ocurrié en el nucleétido 690 para 17 aislados mexicanos y los tres de Colombia,
con excepcion de la mayoria de los aislados de T. brasiliensis, cuatro aislados de
A. hirsutus, el Unico aislado de D. rotundus y los dos aislados de Brasil. Una
transicion C/T ocurrio en el nucledtido 720 para tres aislados de T. brasiliensis y el
aislado de M. megalophylla. Ademas, una transicion A/G ocurrié en el nucleétido
805 para la mayoria de los aislados estudiados con excepcion de las cepas de
referencia Downs y G-186B, los aislados fungicos EH-384l, EH-384P y EH-672H
obtenidos del murciélago T. brasiliensis y el aislado EH-315 de M. megalophylla.
Asimismo, otra transicion A/G ocurrié en el nucleotido 755 para todos los aislados
estudiados con excepcion del aislado EH-315 de M. megalophylla y el aislado 154-
04 de Brasil.

En todos los aislados estudiados y en la cepa de referencia G-186B ocurrieron
deleciones en los nucleétidos 776 (T), 779 (T), 780 (C) y 781 (C), siendo la Unica
excepcion la cepa de referencia Downs.

Mutaciones comunes a todos los aislados y/o cepas estudiados se presentaron,
como transversion en el nucleétido 608 (A/T), como transicién en el nucleétido 651
(G/A) y como delecién en los nucleétidos 777 (A) y 778 (T).

Sustituciones puntuales ocurrieron en seis aislados (tres de México, dos de Brasil
y uno de Colombia) y en las cepas de referencia Downs y G-186B en diferentes
nucledtidos y, en algunos casos, ocurri6 mas de una mutacion en la misma
secuencia. Entre estas sustituciones se presentaron transversiones en los
nucleodtidos 636 (T/G), 646 (C/G), 676 (G/T), 775 (C/A), 786 (G/C), 807 (A/T) y 838
(T/A) y transiciones en los nucleotidos 610 (C/T), 611 (G/A), 639 (A/G), 644 (A/G),
654 (A/G), 667 (G/A), 697 (T/C), 708 (T/C), 729 (AIG), 743 (G/A), 747 (GIA),
751(G/A), 762 (A/G), 774 (CIT), 788 (G/A), 792 (T/C) y 857(CIT). Por ultimo, se
detectaron una delecion en el nucledtido 625 (T) y la delecion de un fragmento de
50 nucledtidos (746 al 795 nt) en el aislado 154-04 de Brasil (Fig. 4).
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Para (GA)n se encontraron 35 sustituciones (12 transversiones y 23 transiciones),
11 inserciones y 19 deleciones, considerando el tamafio de las repeticiones de GA
(microsatélite) y sus regiones flanqueantes (Fig. 5).

De los cambios referidos para (GA)n, tres mutaciones diferentes ocurrieron en los
nucleotidos 2035, 2036 y 2037 segun los aislados estudiados. En el nucleétido
2035 una transversion G/C ocurrio en ocho aislados mexicanos, una transicion
G/A en el aislado EH-696P obtenido de T. brasiliensis (Nuevo Ledn, México) y una
delecién en 11 aislados mexicanos y los dos brasilefios, por otro lado en el
nucleotido 2036 ocurrié una transicion A/G y una delecién en los mismos aislados,
mientras que en el nucleo6tido 2037, una transversion G/T ocurrié en dos aislados
obtenidos de T. brasiliensis procedentes de Hidalgo, una transicion G/A ocurrié en
el aislado EH-696P de Nuevo Ledn y una delecion se presentd en 20 aislados
mexicanos Yy en los dos aislados brasilefios. Dos mutaciones diferentes ocurrieron
en los nucledtidos 2031, 2032, 2196, 2197, 2198 y 2207, segun los aislados
estudiados. En el nucleétido 2031, ocurrié una transversion G/C en la mayoria de
los aislados estudiados, mientras que una delecién se registré en un aislado
mexicano y en los dos aislados brasilefios. En los nucleétidos 2196 y 2197
ocurrieron las transversiones A/T y G/T, respectivamente, en todos los aislados de
T. brasiliensis y en el aislado de M. megalophylla, mientras que en estos mismos
nucleotidos, se registraron deleciones en el resto de los aislados estudiados. En el
nucledtido 2198 ocurrié una transversion G/T en el aislado de M. megalophylla,
mientras que en el resto de los aislados se registré una delecion. En el nucle6tido
2032 se registro una transicion A/G en la mayoria de los aislados, mientras que en
un aislado mexicano (EH-394P) y en los dos aislados de Brasil ocurri6 una
delecién. Finalmente, en el nucleétido 2207 se presentd una transicion C/T en 18
aislados mexicanos, mientras que una delecion se registré para los aislados de
Brasil. Las transversiones G/C, C/G y una transicion T/C ocurrieron en los
nucledtidos 2191, 2210 y 2209, respectivamente, en la mayoria de los aislados de
T. brasiliensis, excluyendo el aislado EH-696P y destacando que la transversion
C/G del nucleétido 2207 se registré también en el aislado de M. megalophylla (EH-
315).

Dos transiciones T/C y C/T en los nucleétidos 2008 y 2206, respectivamente,

ocurrieron en 19 de los aislados mexicanos, no se presentaron en los aislados de
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T. brasiliensis y el aislado de M. megalophylla, mientras que en los aislados de
Brasil s6lo se presento6 el cambio en el nucle6tido 2206. En los nucleétidos 2025 y
2063 ocurrieron las transiciones G/A y G/A, respectivamente, en 11 aislados
mexicanos. En el nucledtido 2070 se registrd una transicion A/G para la mayoria
de los aislados de T. brasiliensis, un aislado clinico de México y un aislado de
Brasil. Una transicion A/G ocurrié en ocho aislados mexicanos. Finalmente, una
transicion G/A ocurrié en el nucleétido 2101, para nueve aislados mexicanos.

En los sitios nucleotidicos 2113 y 2114 se registraron las inserciones de una A 'y
una G, respectivamente, para la mayoria de los aislados mexicanos y los dos
aislados de Brasil. En 11 aislados mexicanos y los dos aislados brasilefios
ocurrieron deleciones en los sitios nucleotidicos 2033 (G), 2034 (A), 2039 (G) y
2040 (A), mientras que una delecion en el sitio nucleotidico 2038 (A) ocurrié en 10
aislados mexicanos y en los dos de Brasil. Una delecion en el nucleétido 2184 (A)
se registré en 21 aislados mexicanos. Deleciones comunes ocurrieron en todos los
aislados mexicanos en los nucle6tidos 2018 (T) y 2019 (A).

Mutaciones comunes en todos los aislados estudiados se presentaron, como
transversiones en los nucledtidos 2084 (A/C), 20194 (G/T) y 2201 (G/T), como
transiciones en los nucleotidos 2104 (T/C), 2111 (G/A), 2166 (C/T) y 2168 (G/A) y
como deleciones en los nucleotidos 2041 (G) y 2042 (A).

Sustituciones puntuales ocurrieron en cinco aislados (tres de México y dos de
Brasil) en diferentes nucledétidos y, en algunos casos, ocurri6 mas de una mutacion
en la misma secuencia. Estas sustituciones se presentaron como transversiones
en los nucleétidos 2043 (G/C) y 2044 (G/C), como transiciones en los nucleotidos
1991 (C/T), 2009 (A/G), 2075 (CI/T), 2091 (G/A) y 2176 (A/G). Por ultimo, se
detectaron una insercién en el nucleétido 2185 (A) y la insercién de un fragmento
de ocho nucledtidos (2147 al 2154 nt) en el aislado EH-696P del murciélago T.
brasiliensis de Nuevo Ledn. Debido a que el DNA donado de los aislados clinicos
de Colombia asi como de las cepas de referencia Downs y G-186B fue totalmente

consumido, no se dispuso de material suficiente para procesar el marcador (GA)n.
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Andlisis filogenéticos

Para el andlisis de similitud y/o diversidad genética entre aislados, se obtuvieron
arboles filogenéticos por NJ y MP, para los cinco marcadores en forma individual y
concatenada (Figs. 6-12), utilizando en todos la cepa G-217B (Estados Unidos)
COmMo grupo externo.

¢ ARF (Fig. 6).
El analisis de NJ gener6 un arbol con tres grupos: el grupo | con un BT= 95%,
form6 a su vez dos subgrupos: el la (BT= 85%) que incluy6 todos los aislados
clinicos de México y Colombia, todos los aislados obtenidos de los murciélagos del
género Leptonycteris, un aislado de A. hirsutus (EH-374) capturado en la en la
Cueva EI Salitre, Morelos, el Unico aislado de la especie D. rotundus, y dos
aislados obtenido del murciélago T. brasiliensis, el EH-672H de Hidalgo y el EH-
696P procedente de la Cueva de la Boca, Nuevo Leon; y el subgrupo Ib (BT=
86%) formado por la mayoria de los aislados de A. hirsutus capturados en la
misma fecha en la Cueva El Salitre, Morelos. El grupo Il con un BT<70% formado
por ocho de los 10 aislados de T. brasiliensis, el Gnico aislado de M. megalophylla
y las cepas de referencia Downs y G-186B. El grupo Ill con un BT= 85%, formado
por los dos aislados de Brasil.
El andlisis de MP generé de igual modo un arbol con la misma topologia de NJ,
con tres grupos, conservando la misma distribucién de los aislados variando
Unicamente los valores de BT. El grupo | con un BT 99%, los subgrupos la con un
BT <70% y Ib con un BT= 87%, el grupo Il con BT <70% y el grupo lll con un BT=
97%.

e H-ANTI (Fig. 7).
El &rbol NJ generado para este marcador mostré dos grupos. El grupo | con un
BT= 81% formo tres subgrupos: el la (BT= 99%) que incluyd todos los aislados
obtenidos de los murciélagos del género Leptonycteris, de la especie A. hirsutus y
el Unico aislado de la especie D. rotundus, asi como los aislados clinicos de
México y Colombia; el Ib (BT= 97%) que se formo con los dos aislados de Brasil; y
el Ic (BT<70%) que incluyo las cepas de referencia Downs de Estados Unidos y G-
186B de Panaméa ademas del Unico aislado obtenido del murciélago T. brasiliensis

(EH-696P) de la Cueva de la Boca, Nuevo Ledn. El grupo Il con un BT <70%
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incluy6é la mayoria de los aislados obtenidos de murciélagos de la especie T.
brasiliensis y el aislado de M. megalophylla (EH-315).
El analisis de MP generd de igual modo un arbol con la misma topologia de NJ,
con dos grupos, conservando la misma distribucion de los aislados variando
Unicamente el valor de BT para el subgrupo la con un BT=100%.

e OLE1 (Fig. 8).
Los analisis de NJ gener6 un arbol con cinco grupos: el grupo | con un BT= 83%
formado por todos los aislados obtenidos de los murciélagos del género
Leptonycteris y la mayoria de los aislados de la especie A. hirsutus, asi como los
aislados clinicos de México y Colombia; el grupo Il con un BT= 99% formado por
dos aislados del murciélago T. brasiliensis (EH-672B y EH-672H) y las dos
secuencias de Brasil; el grupo 1ll con un BT= 95% incluyé cinco aislados de T.
brasiliensis y el tnico aislado obtenido de M. megalophylla; el grupo IV con un BT=
85% incluyd la cepa de referencia G-186B y el Unico aislado obtenido del
murciélago T. brasiliensis (EH-696P) de la Cueva de la Boca, Nuevo Leén; y
finalmente el grupo V con un BT <70% se formd con la cepa de referencia Downs
de Panamay el aislado EH-376 obtenido del murciélago A. hirsutus de la Cueva el
Salitre, Morelos.
El analisis de MP gener6 un arbol con tres grupos: el grupo | con un BT <70%
formé a su vez tres subgrupos, el la (BT= 75%) incluyé todos los aislados
obtenidos de los murciélagos del género Leptonycteris y la mayoria de los aislados
de la especie A. hirsutus, asi como los aislados clinicos de México y Colombia; el
subgrupo Ib (BT= 99%) formado por dos aislados del murciélago T. brasiliensis
(EH-672B y EH-672H) y las dos secuencias de Brasil; y el subgrupo Ic (BT <70%)
incluyé la cepa de referencia G-186B y el Unico aislado obtenido del murciélago T.
brasiliensis (EH-696P) de la Cueva de la Boca, Nuevo Leén. El grupo Il con un
BT=96% incluyo cinco aislados de T. brasiliensis y el Unico aislado obtenido de M.
megalophylla. El grupo Il con un BT= 90% se formd con la cepa de referencia
Downs de Panama vy el aislado EH-376 obtenido del murciélago A. hirsutus de la
Cueva el Salitre, Morelos.

e TUBL (Fig. 9).
El andlisis de NJ para este marcador gener6 un arbol con cinco grupos. El grupo |

con un BT= 87% incluyo algunos de los aislados de A. hirsutus, todos los aislados
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del género Leptonycteris, seis aislados de T. brasiliensis y cuatro aislados clinicos,
uno de México y los tres de Colombia. El grupo Il con un BT= 99% se formé con el
la mayoria de los aislados de A. hirsutus, el Unico aislado de la especie D.
rotundus y el aislado clinico EH-53. El grupo Ill con un BT= 76% formado con los
dos aislados de Brasil. EI grupo IV con un BT= 71 formado con los dos aislado
obtenidos de T. brasiliensis (EH-384l y EH-384P) procedentes de Oaxaca. El
grupo V con un BT <70% que incluyo tres aislados obtenidos de T. brasiliensis, el
Unico aislado obtenido del murciélago M. megalophylla (EH-315) y las cepas de
referencia.

El arbol generado por el andlisis de MP formé un &rbol con cinco grupos: El grupo
| con un BT= 90% formd dos subgrupos, el la (BT <70%) incluyé algunos de los
aislados de A. hirsutus, la mayoria de los aislados del género Leptonycteris, seis
aislados de T. brasiliensis y cuatro aislados clinicos, uno de México y los tres de
Colombia; y el subgrupo Ib formado con dos aislados obtenidos de L. nivalis (EH-
3831 y EH-383P) de Morelos. El grupo Il con un BT= 99% se formd6 con el la
mayoria de los aislados de A. hirsutus, el Unico aislado de la especie D. rotundus y
el aislado clinico EH-53. El grupo 11l con un BT= 80% formado con los dos aislados
de Brasil. El grupo 1V con un BT= 75% formado con los dos aislado obtenidos de
T. brasiliensis (EH-3841 y EH-384P) procedentes de Oaxaca. El grupo V con un BT
<70% que incluyé tres aislados obtenidos de T. brasiliensis, el Gnico aislado
obtenido del murciélago M. megalophylla (EH-315) y las cepas de referencia.

e (GA)n (Fig. 10).

El analisis de NJ generd un arbol con tres grupos. El grupo | con un BT= 79%
formé dos subgrupos: el la (BT= 80%) con la mayoria de los aislados obtenidos de
A. hirsutus, la mayoria de los aislados del género Leptonycteris, el Unico aislado
obtenido del murciélago de la especie D. rotundus y el aislado clinico de México
EH- 53 de Hidalgo; el subgrupo Ib (BT= 90%) con el resto de los aislados de los
géneros Artibeus y Leptonycteris y el aislado clinico EH-317 de Morelos. El grupo
Il con un BT= 97% incluyd nueve de los 10 aislados de T. brasiliensis y el Unico
aislado de M. megalophylla (EH-315). El grupo Il con un BT<70% los dos aislados
de Brasil y el Unico aislado obtenido del murciélago T. brasiliensis (EH-696P) de la

Cueva de la Boca, Nuevo Ledn.
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El analisis de MP generd un arbol con cuatro grupos. El grupo | con un BT<70%
formé dos subgrupos: el la (BT= 87%) con la mayoria de los aislados obtenidos de
A. hirsutus, la mayoria de los aislados del género Leptonycteris, el Unico aislado
obtenido del murciélago de la especie D. rotundus y el aislado clinico de México
EH- 53 de Hidalgo; el subgrupo Ib (BT= 96%) con el resto de los aislados de los
géneros Artibeus y Leptonycteris y el aislado clinico EH-317 de Morelos. El grupo
Il con un BT= 96% incluyd nueve de los 10 aislados de T. brasiliensis y el Unico
aislado de M. megalophylla (EH-315). El grupo Il con un BT<70% incluy6 el unico
aislado obtenido del murciélago T. brasiliensis (EH-696P) de la Cueva de la Boca,
Nuevo Leon. El grupo IV con un BT<70% formado con los dos aislados de Brasil.
En NJ y MP de (GA)n no se incluyeron las secuencias de las dos cepas de
referencia Downs y G-186B, ni los aislados clinicos de Colombia.
e Cinco marcadores concatenados

El arbol de NJ (Fig.11) discrimin6 dos grandes grupos. El grupo | con un BT <70%
separd todos los aislados de T. brasiliensis, el aislado de M. megalophylla (EH-
315) y los dos aislados de Brasil. Este grupo formé tres subgrupos: el la (BT=
77%) se formé con aislados de T. brasiliensis, dos de Oaxaca y tres de Chiapas y
el aislado de M. megalophylla (EH-315); el Ib (BT <70%) incluyé los demas
aislados de T. brasiliensis (uno de Chiapas, tres de Michoacan y el Unico aislado
obtenido del murciélago de la Cueva de la Boca, Nuevo Leon); el Ic (BT= 100%)
incluy6 los dos aislados de Brasil. El grupo Il con un BT= 100% agrup6 el resto de
los aislados, discriminando cuatro subgrupos: el lla (BT=75%) agrupé aislados del
género Leptonycteris, un aislado de A. hirsutus y un aislado clinico, la mayoria de
Morelos y dos de Puebla; el llb (BT= 84%) incluyd cuatro aislados de A. hirsutus
de Morelos uno de D. rotundus de Morelos y un aislado clinico de Hidalgo; el
grupo llc (BT<70%) incluyé un Unico aislado de A. hirsutus de Morelos; y el Iid
(BT= 88%) incluy6 cuatro aislados de Morelos (uno de A. hirsutus y tres del género
Leptonycteris) y un aislado de L. curasoae de Oaxaca.

El analisis de MP (Fig.12) también gener6 un arbol con dos grandes grupos. El
grupo | con un BT <70% separd todos los aislados de T. brasiliensis, el Gnico
aislado de M. megalophylla y los dos aislados de murciélagos de Brasil. Este
grupo formé tres subgrupos: el la (BT= 82%) que incluyé tres aislados fangicos

obtenidos de T. brasiliensis capturados en Chiapas en la misma cueva pero con
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fechas de colecta diferentes (tabla 1); el Ib (BT= 77%) que agrupo el aislado de M.
megalophylla y dos aislados de T. brasiliensis de Oaxaca; el Ic (BT <70%) donde
se incluyeron tres aislados de T. brasiliensis, dos de Hidalgo y uno de Nuevo
Ledn; el Id (BT= 79%) formado por dos aislados de T. brasiliensis, uno de
Michoacan y uno de Chiapas; y el grupo le (BT= 99%) con los dos aislados de
Brasil. El grupo Il con un BT= 99% agrup6 todos los aislados fungicos obtenidos
de murciélagos de otras especies del centro de México y los aislados clinicos.
Este grupo formé tres subgrupos: el lla (BT= 71%) agrup6 la mayoria de los
aislados del hongo obtenidos del murciélago A. hirsutus, el aislado EH- 437 del
murciélago D. rotundus, el cual fue capturado en el mismo sitio de colecta que los
A. hirsutus en diferente fecha y el aislado clinico EH-53 de Hidalgo; el IIb (BT
<70%) incluyé el resto de los aislados de murciélagos de A. hirsutus, del género
Leptonycteris y el aislado clinico EH-317 de Morelos. En los arboles de NJ y MP
de los cinco marcadores analizados en forma concatenada no se incluyeron las
secuencias de las dos cepas de referencia Downs y G-186B asi como los aislados

clinicos de Colombia.

Diversidad nucleotidica

Se determiné la diversidad nucleotidica (n) para identificar la similitud entre los
aislados fungicos de cada grupo y subgrupo per se y, asimismo, entre grupos y
subgrupos de aislados, considerando los datos generados por los analisis de MP
para cada marcador en forma individual y los cinco marcadores analizados en
forma concatenada. Los valores de & en general apoyan la gran similitud entre los
aislados estudiados ya que éstos distan de la unidad, como se muestra en la tabla
3.

Con base en la diversidad de las secuencias del marcador ARF, la mayor similitud
de los aislados de H. capsulatum intragrupo fue para el subgrupo la (= 0.00146)
gue incluyé todos los aislados de murciélagos capturados en el centro de México,
el aislado EH-696P obtenido del murciélago T. brasiliensis y los cinco aislados
clinicos estudiados. Mientras que el grupo Il (== 0.00445) con aislados de

murciélagos de Brasil fue mas disimil. Por otro lado, la diversidad nucleotidica
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entre los grupos y subgrupos del marcador ARF, refiere que entre los subgrupos la
y Ib (== 0.00290) hay una mayor similitud que entre los grupos Ib y Il (= 0.01031)
y 1 y 11 (0.00854). Asimismo, la diversidad nucleotidica entre la cepa de referencia
G-217B (Estados Unidos) y los grupos y subgrupos formados con los todos los
aislados de H. capsulatum estudiados, mostré6 mayor similitud con el subgrupo la
(r=0.00359) y fue mas disimil de los aislados del grupo Il (== 0.01644) (Tabla 3).
Con base en la diversidad de las secuencias del marcador H-ANTI, la mayor
similitud de los aislados de H. capsulatum intragrupo fue para el grupo Ib (n=
0.00000) que incluyé los dos aislados obtenidos de murciélagos del género
Molossus procedentes de Brasil. Mientras que el subgrupo Ic (z= 0.02564),
formado con las dos cepas de referencia Downs y G-186B vy el aislado EH-696P
obtenido de T. brasiliensis fue el méas disimil. Por otro lado, la diversidad
nucleotidica entre los grupos y subgrupos del marcador H-ANTI refiere que entre
la 'y Ib (m= 0.00512) hay una mayor similitud que entre los grupos Ib y Ic (n=
0.012159) y que entre los grupos | y Il (== 0.01587). Asimismo, la diversidad
nucleotidica entre la cepa de referencia G-217B (Estados Unidos) y los grupos y
subgrupos formados con todos los aislados de H. capsulatum estudiados, mostro
mayor similitud con el subgrupo la (= 0.00434) y fue méas disimil de los aislados
del grupo Ic (Tabla 3).

Con base en la diversidad de las secuencias del marcador OLE1, la mayor
similitud de los aislados de H. capsulatum intragrupo fue para el grupo Il (n=
0.00000) que incluy6 la cepa de referencia Downs de Estados Unidos y el aislado
del murciélago A. hirsutus (EH-376) y el subgrupo Ib (r= 0.00000) que incluy6 dos
aislados de T. brasiliensis y los dos aislados obtenidos de murciélagos de Brasil.
Mientras que el subgrupo Ic (= 0.02663) con la cepa de referencia G-186B y el
aislado EH-696P obtenido del murciélago T. brasiliensis fue el mas disimil.
Asimismo, la diversidad nucleotidica entre los grupos y subgrupos del marcador
OLEL, refiere que entre la y Il (= 0.00207) hay una mayor similitud que entre los
subgrupos Ib y Ic (r= 0.01977). Finalmente, la diversidad nucleotidica entre la
cepa de referencia G-217B y los grupos y subgrupos formados con todos los
aislados de H. capsulatum estudiados, mostré mayor similitud con el subgrupo la

(r=0.00243) y fue mas disimil del subgrupos Ic con = 0.02906.
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Con base en la diversidad de las secuencias del marcador TUB1, la mayor
similitud de los aislados de H. capsulatum intragrupo fue para los grupos Il (n=
0.00000) que incluyé la mayoria de los aislados de A. hirsutus y el aislado clinico
EH-53 de Hidalgo, el subgrupo Ib (r= 0.00000) que incluy6é dos aislados de L.
nivalis de Morelos (EH-3831 y EH-383P) y Il (== 0.00000) que se formo con los
dos aislados de Brasil. Mientras que el grupo V (= 0.03535) con aislados de T.
brasiliensis, el aislado de M. megalophylla y las cepas de referencia Downs y G-
186B, fue el méas disimil. Por otro lado, la diversidad nucleotidica entre los grupos
y subgrupos del marcador TUBL, refiere que entre la y Ib (= 0.00177) hay una
mayor similitud que entre Ib y V (r= 0.03259). Asimismo, la diversidad nucleotidica
entre la cepa de referencia G-217B (Estados Unidos) y los grupos y subgrupos
formados con todos los aislados de H capsulatum estudiados, mostré mayor
similitud con el grupo | (= 0.00403) y fue mas disimil de los aislados del grupo Ib
(r=0.02020) (Tabla 3).

Con base en la diversidad de las secuencias para el microsatélite (GA)n y sus
regiones flanqueantes, la mayor similitud de los aislados de H. capsulatum
intragrupo fue para el subgrupo Ib (r= 0.00000) que incluy6 la mayoria de los
aislados de Morelos, México. Mientras que el grupo IV (r= 0.01395), con los dos
aislados de Brasil fue el mas disimil. Por otro lado, la diversidad nucleotidica entre
los grupos y subgrupos del marcador (GA)n refiere que entre la y Il (= 0.00632)
hay una mayor similitud que entre los grupos | y Il (z= 0.02491). Asimismo, la
diversidad nucleotidica entre la cepa de referencia G-217B (Estados Unidos) y los
grupos y subgrupos formados con todos los aislados de H. capsulatum estudiados,
mostré mayor similitud con la (= 0.01027) y fue mas disimil de los aislados del
grupo Il (== 0.05909) (Tabla 3).

Finalmente, con base en la diversidad de las secuencias de los cinco marcadores,
analizadas en forma concatenada para todos los aislados de H. capsulatum, la
mayor similitud intragrupo fue para el grupo Il (== 0.00480) donde se incluyeron
todos los aislados de murciélagos del centro de México y los aislados clinicos
estudiados. Mientras que el grupo | (== 0.01177) donde se incluyeron los aislados
obtenidos del murciélago T. brasiliensis, el aislado de M. megalophylla y los

aislados obtenidos de murciélagos de Brasil fue mas disimil. Entre los subgrupos
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formados en los grupos | y I, destaca la mayor similitud entre los aislados que
conforman el subgrupo Ib (==0.00038) que incluyé los aislados del murciélago T.
brasiliensis procedentes de Oaxaca Yy el aislado de M. megalophylla. Mientras que,
el subgrupo mas disimil fue el Id (r= 0.01303) que agrup6 dos aislados de T.
brasiliensis, uno de Chiapas y uno de Michoacan (Tabla 4).

Por otro lado, la diversidad nucleotidica entre los grupos y subgrupos de aislados
de H. capsulatum formados por andlisis de los cinco marcadores concatenados,
refiere que entre los subgrupos Ib y le (r= 0.00288) se encontr6 una mayor
similitud en contraste con la disimilitud registrada entre el grupo | y el subgrupo lla
(r= 0.01579). Asimismo, la diversidad nucleotidica entre la cepa de referencia G-
217B (Estados Unidos) y los grupos y subgrupos formados con todos los aislados
de H. capsulatum estudiados, mostr6 mayor similitud con el subgrupo llb (n=
0.00686) y fue mas disimil de los aislados del subgrupo Id (r= 0.02200) (Tabla 4).

Redes haplotipicas

La dispersion de los haplotipos asociados a las secuencias de todos los aislados
de H. capsulatum estudiados, obtenidos con cada uno de los marcadores, se
representd en forma de redes haplotipicas, donde las distancias genéticas estan
sefaladas por nodos (Figs. 13-17). En cada red, se muestra el probable flujo de
los marcadores estudiados considerando las distancias genéticas entre los
aislados de México, los de Brasil y las cepas de referencia utilizadas (Estados

Unidos y/o Panam@).
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DISCUSION

A pesar del avance en el conocimiento de la diversidad genética de H.
capsulatum, aun persisten muchas limitantes en este campo de estudio,
asociadas: 1) al manejo de un bajo numero de aislados disponibles; 2) al lento
crecimiento del hongo; y 3) al sesgo en el muestreo de los aislados generado por
diferencias en la procedencia geografica, en el tipo de huéspedes y en las fuentes
de aislamiento. Por lo anterior, y con base en los antecedentes de marcadores
filogenéticos del hongo que discriminan ecotipos de H. capsulatum asociados a su
diversidad genética intraespecifica, se plante6 un estudio multigénico con estos
marcadores utilizando aislados fungicos de murciélagos (principalmente) y de
pacientes (casos clinicos), analizandolos en forma independiente y/o concatenada.
El desarrollo de la epidemiologia molecular ha revelado nuevas zonas endémicas
y epidémicas asociadas al cambio climatico, particularmente en el continente
americano, asi como ha aportado nuevos conocimientos en el binomio paciente-
fuente de infeccién, con lo cual ha sido posible determinar relaciones genotipicas
entre aislados tanto de humanos como de animales silvestres de diferentes
procedencias geograficas y, ademas, agrupar aislados segun sus caracteristicas
filogeogréficas.

En el presente estudio se utilizé la cladistica o sistematica filogenética como
método taxondmico para separar poblaciones genéticas de aislados y/o cepas de
H. capsulatum con base en las secuencias de cinco locus (filogenia molecular).
Como la procedencia geografica de los aislados y/o cepas estaba asociada a
distintas regiones de América, se buscé inferir patrones filogeograficos del hongo.
Aungue no se realizaron todos los andlisis estadisticos necesarios para discriminar
una filogeografia de H. capsulatum en sentido estricto, los resultados aportaron
datos sobre la distribucion del hongo que podran contribuir a un estudio
filogeografico mas amplio para América, utilizando particularmente un mayor
namero de aislados de la naturaleza. Estas consideraciones estan planteadas
entendiendo a la filogeografia como la disciplina que tiene como finalidad
establecer los procesos que gobiernan la distribucion geografica de linajes
genealdgicos 0 poblaciones genéticas, especialmente aquellos que ocurren entre

especies estrechamente relacionadas, es decir, la filogeografia se enfoca
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explicitamente en los componentes historicos o filogenéticos de la estructura de
las poblaciones, incluyendo, como éstas pueden ser influenciadas por diferentes
fuerzas evolutivas tales como deriva génica, flujo génico o seleccion natural (Avise
2000; 2009).

Los primeros estudios filogeogréaficos en animales, refieren patrones poblacionales
con tamafos de muestra y nimero de marcadores moleculares semejantes a los
utilizados en este estudio (Avise 2000). Por lo tanto, los resultados alcanzados con
un namero limitado de aislados de H. capsulatum (sesgo que no pudimos evadir
por las caracteristicas ya mencionadas del patégeno), no minimizan la importante
contribucion del presente estudio al panorama de la distribucion de los haplotipos
del hongo y sus asociaciones con murciélagos. Asi, los andlisis de diversidad
genética y de redes de haplotipos de aislados de H. capsulatum de distintas
procedencias geograficas fueron lo suficientemente informativos para detectar
patrones filogeograficos a nivel del continente americano y, asimismo, a escala
regional en México.

Diferentes clasificaciones de H. capsulatum han surgido con base en distintos
métodos moleculares, como: hibridacion del DNA con sondas especificas,
caracterizacion del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) del DNA, amplificacion al azar del DNA polimérfico por PCR (RAPD-PCR),
PCR de regiones espaciadoras internas transcritas (ITS), secuencias polimorficas
de genes y microsatélites. Sin embargo, las secuencias de fragmentos
polimorficos de algunos genes son considerados los métodos mas robustos para
apoyar la taxonomia molecular.

En este trabajo, los genes seleccionados fueron: ARF que codifica para el factor
de ribosilacién del ADP, el cual forma parte de la familia de las GTPasas y se
considera que emergié muy temprano en la evolucién de los eucariotes; H-ANTI
gue codifica para el precursor del antigeno H que es un antigeno especifico de H.
capsulatum muy uatil para el diagnostico seroldégico de casos clinicos de
histoplasmosis activa y que ha resultado ser un buen marcador para discriminar
aislados de H. capsulatum segun los datos de Kasuga et al. (2003) y Taylor et al.
(2005a); OLE1 que codifica para la desaturasa A-9 de acido graso que esta
asociada a cambios de fluidez de la membrana celular del hongo; TUB1 que

codifica para la a-tubulina que es una proteina muy conservada en los eucariotes;
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y el microsatélite HSP-TC que contiene unidades repetitivas de (GA)n analizadas
junto con sus regiones flanqueantes. Este Gltimo marcador se ubica en la direccion
5" (corriente arriba) del exdn 3 del gen que codifica para la proteina de choque
térmico HSP60.

Con base en los resultados obtenidos, los fragmentos génicos mas informativos
para formar grupos y subgrupos de aislados de H. capsulatum fueron ARF, H-
ANTI y el microsatélite (GA)n con sus regiones flanqueantes, siendo este ultimo el
mas polimorfico de los tres. Mientras que OLE1 y TUBL, a pesar de tener muchos
sitios informativos, no arrojaron datos soélidos que permitieran una buena
discriminacion para formar grupos y subgrupos de aislados relacionados a la
diversidad genética de H. capsulatum, por lo que estos dos marcadores utilizados
de forma independiente no son los mas recomendables para realizar estudios
genéticos intraespecificos para este hongo. Sin embargo, al considerarlos en un
andlisis concatenado con los demas marcadores que si formaron grupos y
subgrupos de aislados de H. capsulatum mas relacionados aportaron mayor
robustez a los resultados.

Los alineamientos de las secuencias de cada marcador de todos los aislados
estudiados destacaron los sitios de mutacién para cada uno y, de un modo
general, todos los marcadores presentaron cambios compartidos por la mayoria
de las secuencias de los aislados como se discriminan en las figuras 1-5.
Sobresale en estos analisis que la mayoria de los aislados procedentes de T.
brasiliensis junto con el Unico aislado de M. megalophylla comparten importantes
cambios mutacionales y que, asimismo, algunos aislados de A. hirsutus
capturados en el mismo refugio y en la misma fecha también presentan
mutaciones compartidas entre ellos. Estas observaciones de ciertos cambios
mutacionales en grupos afines de aislados de H. capsulatum, aunados a los
resultados posteriores de analisis filogenéticos, diversidad nucleotidica y redes de
haplotipos apoyan la sugerencia de que, en estos grupos, existen poblaciones
muy similares de H. capsulatum que podrian tener posibles origenes clonales.
Esto se refleja, particularmente, en los aislados de murciélagos procedentes de la
region centro de México, donde se detectdé una alta similitud entre aislados
respaldada por un valor de n= 0.00480 (Tabla 4). Por otro lado, es posible que

hayan surgido poblaciones recombinantes mas recientes como las asociadas al
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murciélago T. brasiliensis y M. megalophylla que mostraron un valor més alto de
n= 0.01177 (Tabla 4) y que, posiblemente, aun mantienen flujo genético entre
ellas. Sin embargo, tal sugerencia no tiene como base un andlisis de estructura de
poblacion y sino la robustez de la asociacion de los aislados dada por NJ y MP,
con un alto valor de BT.

La consecuencia de los cambios mutacionales en la funcion de las proteinas
codificadas por cada marcador no fue considerada en la presente etapa del
trabajo, aunque en la continuidad de éste se procedera a un andlisis de las
secuencias de aminoacidos de las proteinas hipotéticas para obtener datos de
identidad de los productos de cada gen analizado, en los diferentes aislados
estudiados.

Los resultados de los andlisis de NJ y MP para los aislados del hongo con los
cinco marcadores tanto en forma individual como concatenada, a excepcion de los
arboles generados para TUB1, destacan en general dos grandes grupos. El
primero, representado por los aislados fungicos de murciélagos de la especie T.
brasiliensis que se agruparon siempre con el Unico aislado de M. megalophylla, lo
cual apoya la sugerencia de que los aislados del hongo asociados a estas
especies de murciélago forman un posible nuevo clado de H. capsulatum, como
ha sido propuesto inicialmente por Taylor et al. (2005) y que esta siendo
considerado en un analisis multigénico mas amplio con base en 148 aislados de
H. capsulatum (datos no publicados). Resultados preliminares de proyectos
colaterales con otros marcadores moleculares, como es el caso de la region ITS1-
5.8S-ITS2 confirman la tendencia de agrupaciéon de estos aislados (De la Torre et
al. 2011).

La mayoria de los aislados de H. capsulatum obtenidos del murciélago migratorio
T. brasiliensis compartieron haplotipos particulares de cada marcador,
independientemente de la procedencia geogréafica de su huésped. Estos hallazgos
sugieren ademas que estos haplotipos podrian tener otros origenes geograficos,
considerando que T. brasiliensis comparte refugios con otras especies de
murciélago a lo largo de su ruta migratoria. EI murciélago de cola libre T.
brasiliensis es una de las especies mas abundantes en el hemisferio occidental,
formando colonias de decenas de millones de individuos (McCracken et al. 1994).

Es encontrado en Centro y Sur América y en Norte América desde la costa del
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Atlantico hasta la costa del Pacifico en los 40° N (Hall 1981). En Norte América la
subespecie T. brasiliensis mexicana se encuentra en México y gran parte de la
region sureste y oeste de Estados Unidos. Colonias en el suroeste de Estados
Unidos y noreste de México son migratorias, con murciélagos que migran durante
el invierno a la region central de México (Russell et al. 2005). Datos recientes
reportados por Lépez-Vidal et al. (2008) y Lopez-Gonzélez et al. (2010) quienes
aportaron nuevos conocimientos acerca del comportamiento migratorio de T.
brasiliensis enfatizan que diferentes grupos migratorios de esta especie comparten
los mismos refugios mexicanos, por lo menos parte del afio, lo cual coincide con
los hallazgos de este trabajo.

Actualmente, se plantea la existencia de por lo menos dos poblaciones de
murciélagos que siguen rutas migratorias distintas y que en alguan punto de sus
rutas estas poblaciones coinciden en los refugios del norte de México, en ciertas
épocas del afio (Loépez-Gonzalez et al. 2010). Esto podria explicar la existencia de
haplotipos diferentes soOlo asociados al aislado EH-696P de T. brasiliensis,
capturado en la Cueva de la Boca, Nuevo Leon.

Entre los resultados encontrados, hay que destacar que los subgrupos ARF Ib, H-
ANTI la, OLE1 la, TUB1 Ib y (GA)n Ib de aislados del hongo recuperados del
murciélago residente A. hirsutus, generados por el andlisis de similitud genética
para cada marcador y los cinco procesados en forma concatenada, forman una
posible poblacion clonal debido a que son genéticamente idénticos y presentan un
valor de n= cero, para todos los marcadores estudiados. Mientras que los aislados
clinicos se distribuyeron de manera indiscriminada en todos los analisis de NJ y
MP, independientemente de la procedencia geografica del paciente, lo cual
sugiere que la informacion de los aislados de casos clinicos debe ser tomada con
reserva, debido a que no siempre se puede definir con exactitud la fuente y el sitio
preciso de infeccion del paciente.

Los datos de diversidad nucleotidica de cada marcador y de los cinco procesados
en forma concatenada arrojaron resultados interesantes que apoyan tanto la
posible existencia de poblaciones recombinantes como clonales, segun lo referido
anteriormente. Asimismo, los valores de n encontrados, apoyan la inferencia de

gue algunos aislados estudiados pudieran ser considerados dentro del clado LAm
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A (especie filogenética) inicialmente descrito por Kasuga et al. (2003). Esto se
fundamenta en el hallazgo de que el aislado clinico de Hidalgo, EH-53,
previamente clasificado por Kasuga et al. (2003) en el clado LAm A, se encuentra
incluido en el subgrupo lla del andlisis concatenado (n= 0.00254) lo que sugiere
que todos los aislados de H. capsulatum de este subgrupo estarian genéticamente
asociados con este clado. De acuerdo con el alto valor de diversidad nucleotidica
del grupo |, formado por el analisis de MP de los cinco marcadores concatenados,
es el mas disimil y en él estan incluidos todos los aislados del murciélago T.
brasiliensis. Estos datos permiten hacer inferencias sobre una posible interaccion
coevolutiva del tipo huésped-parésito, ya que los genes de los aislados de H.
capsulatum asociados a T. brasiliensis han estado sometidos por mas tiempo a
procesos de especiacion. Existen datos que indican que ambos organismos han
coexistido desde el Pleistoceno, del 1.8 al 0.01 millones de afios (Ma). Segun lo
reportado por Morgan (1985), el primer fosil para esta especie de murciélago
procede del Pleistoceno tardio, mientras que los primeros fésiles del género
Tadarida datan del Plioceno tardio (3.6-1.8 Ma) (Morgan y Ridgway, 1987). Por
otro lado, la radiacion de Histoplasma inici6 hace 13-3.2 Ma (Mioceno al Plioceno
Temprano) en Latinoamérica (Kasuga et al. 2003), lo que coincide con la aparicién
de Tadarida sp. Estos hallazgos son congruentes con los datos alcanzados en
nuestros analisis y dan mayor robustez los resultados del presente estudio.

Las redes de haplotipos construidas con las secuencias de cada uno de los
marcadores trabajados, mostraron que los aislados de México, Brasil y las cepas
de referencia estan diferenciados entre si y separados por distancias genéticas.
Sin embargo, con la mayoria de los marcadores hubo una tendencia a relacionar
las cepas de referencia de Estados Unidos y Panama con los aislados de T.
brasiliensis y el aislado de M. megalophylla, asi como con los dos aislados de
Brasil. Asimismo, los aislados de la zona central de México se agruparon por
distancias genéticas menores y tendieron a formar grupos independientes,
compartiendo un posible ancestro comun. Por el andlisis de las redes haplotipicas,
los aislados de los grupos ARF |, H-ANTI I, OLE1 I, TUB1 I, TUB1 Il'y (GA)n I, no
mostraron flujo genético sugiriendo que hay una tendencia a la fijacion de
haplotipos (alelos), hecho que coincide con la clonalidad de esta region de México

también reportada por Kasuga et al. (2003). Mientras que un flujo genético puede
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estar asociado a poblaciones de aislados de T. brasiliensis y M. megalophylla en
conjunto con los aislados de Estados Unidos y Brasil, donde por lo menos en la
poblacién de T. brasiliensis se ha sugerido un evento recombinante por los altos
valores de =n, de ahi que es posible que aun no haya ocurrido fijacién de
haplotipos.

Un resultado interesante a discutir compromete al aislado EH-696P de T.
brasiliensis de la Cueva de la Boca, Nuevo Leodn, que dista genéticamente de los
deméas aislados obtenidos de esta especie de murciélago, debido a que
posiblemente el flujo genético entre las poblaciones del hongo presentes en la
Cueva de la Boca, represente diferencias asociadas a los aislados de H.
capsulatum distribuidos a lo largo de las distintas rutas migratorias de T.
brasiliensis y que utilizan esta cueva como refugio temporal. Sin embargo, tal
inferencia no tiene aun apoyo sustentable dado que a la fecha, Unicamente se
cuenta con un aislado de T. brasiliensis de este refugio.

Las redes de haplotipos generadas para los marcadores H-anti y (GA)n sugieren
la existencia de recombinacién intragénica, debido a la presencia de “loops”. Estos
son conexiones alternativas entre haplotipos y son considerados como indicadores
de homoplasia y pueden o no ser consecuencia de procesos de recombinacion.
Las redes de los demas marcadores no presentaron “loops”, o que sugiere que no
existieron eventos recombinantes.

Los patrones genéticos de las secuencias de tres de los cinco fragmentos génicos
estudiados [ARF, H-ANTI y (GA)n] podrian ser propuestas como marcadores
biogeograficos y/o ecotipicos para H. capsulatum, de acuerdo con la distribucién
de sus haplotipos fungicos.

Finalmente, considerando la alta frecuencia y el riesgo de los murciélagos a
infectarse de forma natural con H. capsulatum en ambientes cerrados y la
plasticidad migratoria de algunos murciélagos para sobrepasar barreras
geograficas (Chavez-Tapia et al. 1998; Taylor et al. 1999a), diferentes
especialistas podrian emplear los patrones polimorficos del DNA de aislados del
hongo obtenidos de murciélagos naturalmente infectados para: 1) inferir patrones
filogeograficos de H. capsulatum; 2) actualizar el conocimiento epidemiologico de

la histoplasmosis por la redefinicion de areas de riesgo para infecciones humanas;
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y 3) para monitorear el movimiento y las rutas migratorias de los murciélagos, lo

cual ha sido una tarea dificil (Russell et al. 2005).

a7



CONCLUSIONES

En la mayoria de los andlisis realizados, los aislados de H. capsulatum obtenidos
del murciélago T. brasiliensis tend