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1. INTRODUCCION

La vida es breve y el arte de curar largo

La oportunidad de curar es fugaz

El experimento peligroso y la decision dificil.
Hipocrates

Sporothrix schenckii es el agente causal de la esporotricosis, micosis
subaguda o cronica, que afecta a seres humanos y algunos mamiferos,
ocasionada por la inoculacién directa de este hongo dimérfico, que se adquiere al
manipular tierra, plantas y material organico contaminado.' ? La esporotricosis se
observa en todos los grupos etarios, siendo frecuente en niflos y adultos
jovenes.® Se considera una enfermedad ocupacional que afecta campesinos,
floristas, granjeros, carpinteros y empacadores de loza, quienes manejan
materiales vegetales en los que suele vivir S. schenckii; por lo tanto una lesién
cutanea, aunque sea menor, puede jugar un papel importante en la introduccién
del hongo a la piel. En Australia y Estados Unidos se reportaron brotes
epidémicos asociados con material organico contaminado, como heno o musgo
esfagno (sphagnum).” ¢ 7 En contraste la epidemia brasilefia de las Ultimas
décadas, que afectd el sur y sureste del pais, se asocid con mamiferos

infectados, principalmente felinos domésticos (Felis catus).’

En cuanto a la presentacion clinica, las lesiones causadas por S. schenckii

se restringen frecuentemente a la piel, tejido celular subcutaneo y vasos linfaticos
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adyacentes. Sin embargo, se han identificado infecciones pulmonares primarias,

? conjuntivales,'’ asi como una forma diseminada.'* ** Se

osteoarticulares,”
consideraba que la presentacion clinica dependia del estado inmune del
paciente, reportandose la forma diseminada en pacientes alcohdlicos o
inmunocomprometidos, especialmente pacientes con VIH."? En contraste a esta
suposicion, en Brasil S. schenckii se reportd en pacientes inmunocompetentes
con esporotricosis diseminada y afectacion pulmonar primaria. Estudios
posteriores evidenciaron que algunos aislados brasilefios mostraron mayor
virulencia tanto en pacientes, como en el modelo murino.' En la actualidad, se
piensa que: la forma clinica depende no solo del estado inmunolégico del
paciente, sino también de la cantidad y profundidad del inoculo, asi como de la
patogenicidad y termotolerancia’ de cada cepa.'® '® En México las formas clinicas
mas comunes son: la linfocutdnea, seguida de la cutanea fija. La forma pulmonar
primaria se diagnostica raramente en nuestro pais, lo que podria estar
relacionado con caracteristicas genéticas o0 bioldégicas del hongo o de la
poblacion humana afectada. En adultos la forma méas comun de la infeccién se
caracteriza por la presencia de lesiones cutaneas y subcutaneas que siguen el
trayecto linfatico, se denomina forma linfocutanea, esta asociada con linfangitis y
linfadenopatia (Figura 1). Los sintomas incluyen: aumento de volumen, dolor y

disminucién de la movilidad, llegando a ser incapacitantes; mientras que en nifios

' Por termotolerancia se entiende la capacidad de sobrevivir a temperaturas altas por ejemplo 35 o0 37°C, lo
cual se asocia con mayor virulencia.
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la forma cutanea localizada, es la mas comun y afecta con mayor frecuencia la

cara.'’

La enfermedad y su agente causal tienen poco mas de 100 afios de haber
sido reportada por primera vez. En 1898 Schenck, describio la presencia de
abscesos subcutaneos refractarios, asociados a un hongo del genero
Sporotrichia," en un paciente del Hospital Johns Hopkins en Baltimore,'®
posteriormente se ha reportado en todo el mundo, especialmente en areas
tropicales y subtropicales.” Latinoamérica presenta el mayor nimero de casos
informados en las Ultimas décadas.”® '  En México representa la micosis

subcutanea mas frecuente” y se reportan areas endémicas, como el estado de

Jalisco.*

Figura 1. Esporotricosis linfocutanea. a. Se
observa la diseminacion a lo largo de los
vasos linfaticos en brazo y antebrazo. b.
nddulo inicial en la region tenar, ulcerado. c.
El mismo paciente después de recibir 45 dias

de tratamiento con yoduro de potasio.

Las técnicas comunmente utilizadas para el diagnéstico de esporotricosis

son la intradermorreaccion, la histopatologia y el cultivo. Para la

" Sporotrichia fue la denominacion utilizada en la publicacion original, de acuerdo a la clasificacion
taxonomica actual el género se denomina Sporothrix.
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intradermorreaccion se utilizan 100 yL de antigeno, el cual es obtenido de cultivos
celulares de S. schenckii, esta proteina denominada esporotricina, estimula la
inmunidad celular en las personas infectadas; y se consideran positivas a aquellas
personas que presenten una induracion mayor a 5 mm de diametro, entre las 24 a
48 horas pos-inoculacion.”® En cuanto al estudio de los tejidos afectados, los
hallazgos histologicos incluyen infiltrado inflamatorio supurativo o granulomatoso
(Figura 2a y 2b). La identificacion del microorganismo se facilita con tinciones
especiales como PAS (4cido peryddico de Schiff) o Gomori Grocott, que permiten
visualizar esporas ovales de 4 a 6 um de diametro (Figura 2c), mientras que los

cuerpos en forma de cigarrillo de 8 pm se observan con menor frecuencia.?®

Figura 2. Estudio histopatologico. a. Observe el trayecto fistuloso con tejido de granulacion y la
perdida de la continuidad de la epidermis. b. Tincion de PAS. Se observa infiltrado inflamatorio en
dermis, compuesto por células plasmaticas, linfocitos, macrofagos y escasos eosinodfilos. c.

Inmunohistoquimica utilizando lactoferrina. Se observa una levadura gemante.
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En concordancia con los postulados de Koch, el diagnéstico inequivoco se
obtiene aislando y cultivando el hongo a partir de las lesiones clinicas. En cultivo,
el desarrollo de la forma micelial se obtiene a 25°C en agar Sabouraud, agar
dextrosa papa o agar mycocel, mientras que el estado de levadura se consigue en
Infusion cerebro corazén a 37°C, con agitacion continda a 120 rpm.
Macroscopicamente, la forma de micelio presenta colonias de crecimiento rapido,
siendo las colonias tipicas lobuladas, suaves y blancas; adquieren aspecto
verrugoso, con pigmento café o negro cuando envejecen. Al microscopio se
observan hifas septadas, delgadas y ramificadas de 1 a 2 micras, la forma
reproductiva caracteristica presenta simpodulosporas, que recuerdan duraznos en

floracién, también se pueden observan radulosporas (Figura 3).?’

Figura 3. a y b. Imagenes macroscopicas

de cultivos en agar Sabouraud a 25°C. a

cultivo con aspecto de levadura blanca

c 40x cremosa. b. cultivo con pigmento marrén

R 2 "4 caracteristico de varias semanas de
crecimiento. ¢y d.  Imagenes

4 microscopicas. Se observan hifas delgadas
sy ie ot de 1 a 2 ym, septadas, ramificadas y
< ' simpodulosporas que recuerdan, los

“duraznos en floracion 3e. ”
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Las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas establecidas en medios de
cultivo de S. schenckii, sirvieron tradicionalmente para su identificacion, sin
embargo, presentan limitantes, como el tiempo necesario para cultivar al hongo,
las variantes morfologicas y la similitud con hongos relacionados, lo que hizo
necesario desarrollar otras herramientas, para resolver el problema de su
identificacion.?® El andlisis de S. schenckii y de las especies relacionadas por
métodos moleculares solucion6 algunas dudas taxondmicas, por ejemplo
Ophiostoma stenoceras, se habia considerado el teleomorfo" de S. schenckii; no
obstante, analisis filogenéticos con técnicas moleculares, permitieron concluir que
son especies diferentes.?® Por otra parte se abrieron nuevas interrogantes; ya que
al emplear técnicas como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), y RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) se describieron mdltiples variantes, utilizando aislados
identificados como S. schenckii por sus caracteristicas morfolégicas macro y
microscopicas, lo que llevo al cuestionamiento de si estas variantes representaban

especies diferentes.* 30 3

Para establecer especies y subespecies se pueden emplear genes o
secuencias. En este sentido fragmentos que incluyen genes altamente
conservados, como los genes ribosomales 18S, 5.8S y 28S, correspondientes a
secuencias codificantes, esenciales para la sintesis de proteinas, y las regiones

variables, no codificantes, como los ITS | y Il (por sus siglas en inglés, Internal

iii

Fase de reproduccion sexual
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Transcribed Spacer | e ITS-Il, Figura 4) se consideran de gran utilidad
taxonomica. La ITS-Il es util para estudiar taxones estrechamente relacionados
que divergieron hace menos de 50 millones de afios y se considera como una de
las mejores herramientas para el analisis de sistematica. Por otro lado, el DNA
mitocondrial evoluciona mas rapido que el DNA nuclear, por lo tanto la mayoria de
los genes mitocondriales que codifican para proteinas se emplean para examinar
relaciones filogenéticas (géneros, especies).?* En S. schenckii se realizaron
estudios con estas y otras regiones gendmicas usando las técnicas RAPD, AFLP,
RFLP, sin embargo los resultados no fueron congruentes en los diferentes
trabajos, y antes de que se alcanzara consenso en con esas técnicas, se

desarrollaron nuevos abordajes para el estudio de S. schenckii.

ETS ETS

| |

—Y!  1ss 5.85 288
TTS1 ITs2 |L2o2

Figura 4. Representacion esquematica de un fragmento de ADN que incluye los genes ribosomales

(18S, 5.8S y 28S) y las regiones intergénicas ITS [ y II.

Marimon y col., con base en la secuencia nuclear de la calmodulina,

proponen que S. schenckii deberia ser considerado un complejo de especies

3

cripticas,® compuesto por diferentes especies y no solo una, como se habia

considerado hasta el afio 2007; siendo S. schenckii sensu stricto (s. str.) y S.
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brasiliensis las especies mas frecuentes del complejo, que también incluye, S.
globosa y S. luriei, siendo estas 4 especies relevantes como patdgenos

34 35 3% mientras que otras especies filogenéticamente relacionadas,

humanos,
como S. mexicana, S. chiliensis y S. pallida (sinonimia S. albicans), se
encuentran preferentemente en el medio ambiente.®” *® Posteriormente Zhou y
col.,** concluyeron que en el complejo solo deben incluirse las especies
patégenas S. brasiliensis, S. schenckii s. str., S. globosa y S. luriei, considerando
que S. pallida y S. mexicana son especies no patdgenas, distantes de las 4 antes
mencionadas.*® ** Por otra parte, estudios recientes en una micoteca brasilefia,
reportaron la presencia tanto de S. globosa como de S. mexicana en muestras
aisladas de pacientes con esporotricosis, obtenidas desde 1955.* Entre las
especies cripticas mencionadas, S. brasiliensis, destaca por sus caracteristicas
epidemioldgicas: se encuentra solo en Brasil, se identific6 de manera
preponderante en la epidemia brasileira; se aisl6 de mamiferos infectados,

especialmente felinos domésticos (felis catus), quienes transmitieron la

enfermedad a otros animales y a humanos.*®

El empleo de la nueva nomenclatura para las especies cripticas trajo
como consecuencia el uso de la distincion sensu lato (s. |.) y sensu stricto (s. str.),
sensu lato traduce “en sentido mas amplio”; y se refiere a un taxdén que incluye
todos sus taxa subordinados, mientras sensu stricto significa “en el sentido mas
estricto” y se utiliza para indicar un subordinado o puede indicar la exclusién de

taxa similares. Estas palabras originarias del latin, se colocan después de S.
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schenckii para evitar confusion; se usa s.l. cuando nos referimos al grupo
constituido por las diferentes especies pertenecientes al género Sporothrix que
por métodos tradicionales (morfologia macro y microscoépica) se identifican como
S. schenckii, pero que identificadas por métodos moleculares pueden pertenecer
alguna de las especies cripticas, mientras que se emplea S. schenckii s. str., para
referirse a la especie propiamente.

.,>* ahondaron en

A partir del analisis de filogenia molecular, Marimon y co
la busqueda de caracteristicas morfolégicas y bioquimicas, que pudieran
asociarse con las especies encontradas en el arbol filogenético.V Encontraron
variaciones discretas en la morfologia de las conidias y diferencias sutiles en el
metabolismo de carbohidratos.*® Posteriormente, utilizando un modelo murino de
infeccion, se encontraron diferencias en la virulencia de las especies cripticas.*
Cabe sefalar que el uso del gen de calmodulina (cal) para establecer filogenia es
reciente especialmente en el reino fungi.*’ * Otro gen actualmente utilizado para
la construccién de arboles filogenéticos en hongos es la cinasa dependiente de
calcio/calcineurina (cmkl). Ambos genes codifican para proteinas, y de forma
similar a lo que describimos para los genes ribosomales, presenta intrones y
exones por tanto posee tanto regiones codificantes (conservadas) como no
codificantes (variables). Las proteinas que generan se denominan calmodulina

(cal) y cinasa dependiente de calcio/calcineurina (Ca2+/CaMKs), ambas

pertenecientes a la via de sefalizacion calcio/calcineurina. En el reino fungi esta

" Comunicacion personal del Dr. Josep Cano, Co-autor de Marimon en ese trabajo.
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via participa en multiples procesos, que incluyen, respuesta a estrés oxidativo u
osmético, procesos dependientes de actina y tolerancia a drogas antifingicas.*’
El gen cmkl se utilizé en la dltima década para la realizacion de arboles
filogenéticos en hongos; adicionalmente, este gen se asocidé con dimorfismo y

virulencia en hongos patégenos.*®

En México, existen pocos estudios de epidemiologia o filogenia molecular
con S. schenckii, entre ellos se encuentran el trabajo de Arenas y col.,” en el que
se analizaron con la técnica de RFLP 13 aislados, provenientes de 8 estados; se
encontré con mas frecuencia (38%), en el centro de la republica el subtipo 3, de
acuerdo a la clasificacion por patrones de digestion del DNA mitocondrial
propuesta por Ishizaki.’! Otro estudio importante en el que se incluyen aislados
mexicanos es el de Mora-Cabrera y col., que reporto alta virulencia de los
aislados mexicanos (medida por dosis letal media), comparados con aislados

5051 'Una caracteristica interesante

provenientes de Colombia y Guatemala.
reportada en los aislados mexicanos es la resistencia a farmacos, Arenas
identificé 3 aislados obtenidos de pacientes que mostraron resistencia in vivo a
los antifungicos convencionales. Llama la atencibn que de acuerdo a la
clasificacion de Ishiazaki y col.,’’ estos 3 aislados corresponden al mismo
subgrupo por RFLP, lo que sugirié una asociacion entre la clasificacion molecular
y el comportamiento biolégico. Lamentablemente el tamafio pequefio de la

muestra fue insuficiente para aportar conclusiones definitivas referentes a la

relacion entre genotipo y presentacion clinica o distribucion geografica.
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2. MARCO TEORICO

... dispusieron la creacion y crecimiento de los arboles y los bejucos y el
nacimiento de la vida y la creacion del hombre.

Se dispuso asi en las tinieblas y en la noche por el corazon del cielo. ..
Popol vuh, Libro sagrado de los mayas

...bien juger et distinguer le vrai d'avec le faux...

Discours de la methode, " Descartes

2.1 Breve resefia historica

El interés del hombre por las especies presentes en su entorno
probablemente, es tan antiguo como el hombre mismo; Evidencia de su
curiosidad primigenia, se encuentra representada en pinturas rupestres de rocines
paleoliticos, donde se observan variaciones fenotipicas (forma y color). Se
discutié si las pinturas eran resultado de la imaginacion o representaban la
realidad observada por los hombres paleoliticos. Pruvost y col., encontraron que
los genotipos de los caballos paleoliticos (pre-domésticos) corresponden a los
fenotipos representados en las cuevas (Figura 5).> Si seguimos la historia del
arte encontramos especies animales en representaciones pictdricas o
escultéricas, producidas por culturas correspondientes a tiempos remotos y

diversas regiones geograficas.

¥ ...Juzgar bien y distinguir la verdad de la mentira... Discurso del Método.
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Figura 5. Variaciones
fenotipicas en los caballos

paleoliticos identificadas en

pinturas rupestres. Imagen

tomada de Pruvost et al. 2001.

En cuanto a las primeras evidencias escritas de un proceso sistematico
de recopilacién y observacién, estas se atribuyen a Aristételes, quien fue maestro
y amigo de Alejandro de Macedonia. Alejandro el Grande, concedid magnas
sumas de dinero y los servicios de ayudantes en todo el imperio Macedonico,
para que reunieran muestras de vida animal e informaran sus observaciones a
Aristételes. Tanto las colecciones creadas como la mayor parte de la informacién
recopilada por Aristoteles, se perdieron a la caida del imperio y durante el
posterior incendio de la biblioteca de Alejandria, sin embargo gracias a las obras
preservadas sobre las partes e historia de los animales, se le atribuye la
denominacion de padre de la biologia. Cabe sefialar que las clasificaciones de

Aristoteles se mantuvieron virtualmente inalteradas hasta el siglo XVIIl.>?

El advenimiento del movimiento filoséfico conocido como ilustracion (1620
a 1780), asi como los intereses econdmicos colonialistas de los imperios
dominantes de la época,” promovieron que los entonces llamados naturalista,

realizaran descripciones detalladas de miles de individuos categorizandolos y
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creando colecciones botanicas y zoologicas, no solo de las especies presentes en
Europa sino también de Africa, América, Australia y Asia.” De tal forma que para
el siglo XVIII, el objetivo fundamental del naturalista consistia en descubrir
semejanzas constantes en los seres vivos, las cuales se denominaron
“arquetipos”. Por otra parte, el analisis sistematico de individuos llevo al
cuestionamiento, al menos en algunos observadores, de la version religiosa y
creacionista del origen e inmutabilidad de las especies imperante en el mundo
occidental de la época. En 1809, Jean-Baptiste Lamarck, en su libro Philosophie

Zoologique, propone que, “el uso particular de un d6rgano provocara Ssu
mejoramiento funcional de forma gradual y este pasara a las futuras
generaciones”. Posteriormente una generalizacion del mecanismo hipotético

propuesto por Lamarck, se conocié como “herencia de caracteres adquiridos”.*®

2.2 Charles Darwin y el origen de las especies

En 1831, Darwin se embarcé en el navio de la armada Britanica, HMS
Beagle. Uno de los objetivos de la expedicion era efectuar una serie de medidas
cronométricas alrededor del mundo, hecho que le permiti6 a Darwin conocer una
buena parte del globo terraqueo (incluyendo parte de los continentes africano y
americano). Durante los casi 5 afios de la travesia, Darwin paso la mayor parte
del tiempo en tierra firme, recopilando muestras y datos. Este viaje y el trabajo
metodico que desarrollo durante el mismo, sentod las bases para el desarrollo de

los aspectos tanto biolégicos como geoldgicos y geogréaficos de su teoria.’’ En
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1859 Charles Darwin, desestimé la hipétesis Lamarckista,” en su libro “El origen
de las especies”, en el cual, propone que los seres vivos evolucionan a partir de
ancestros comunes, siendo la fuerza fundamental que genera el origen de nuevas
especies la seleccion natural. Cabe sefalar que de forma independiente Russel
Wallace, llego a la misma conclusién, publicada en su ensayo: “De la tendencia
de las variedades de partir indefinidamente del tipo original”" Por otra parte,
ambos autores sefalaron la influencia de la obra, “Ensayo sobre el principio de la
poblacion”, de Thomas Malthus, en el desarrollo de su teoria. Malthus destaco,
como un principio de la naturaleza, que los seres vivos producen mas
descendencia de la que sobrevivira hasta alcanzar la madurez reproductiva; y que
a pesar de la capacidad de reproduccion masiva en las diversas especies, la
poblacién adulta tiende a permanecer constante; la idea desarrollada por Darwin,
a partir de esta premisa, fue popularizada posteriormente por Spencer en el siglo
XIX, en la frase “la supervivencia de los mas aptos”,”® expresién de conocimiento
popular en la actualidad y susceptible de diversas e incluso opuestas
interpretaciones filoséficas.”” El trabajo de Darwin introdujo entre otras ideas, el
concepto del tiempo al estudio de las especies y constituyd una ruptura

epistémica que se extendid a otros campos mas alla de la biologia (sociologia,

econdmica, incluso la politica).

" En la actualidad la epigenética ha permitido retomar algunos aspectos de la hipotesis de Lamarck.
" On the Tendency of Varieties to depart indefinitely from the Original Type. Titulo original en inglés.
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La teoria de la seleccion natural considera que el desarrollo de las nuevas
especies y las extinciones estan asociadas a los cambios geoldgicos sufridos por
el planeta, ideas que desarrolla en los capitulos X y Xl de su obra (de la
imperfeccién de los datos geologicos y de la sucesion geoldgica de los seres
Vivos, respectivamente), asi mismo reconoce la importancia del espacio en los
capitulos Xl y XllI (Distribucion geografica), aspectos que serian desarrollados

ampliamente por Croizat, mas de un siglo después.

2.3 Panbiogeografia de Croizat

En 1964, Léon Croizat public6 su obra “Espacio, tiempo y forma”, en la
gue resalta la importancia de la dimension espacial en el estudio de los patrones
de biodiversidad. La panbiogeografia de Croizat, considera que las barreras
geograficas evolucionan conjuntamente con las biotas; expone que en un principio
los organismos se propagan activamente en su area de distribucién y conquistan
el mayor espacio geografico posible. En una segunda etapa, la distribucion se
estabiliza, por lo que al surgir barreras a la dispersion (rios, montafas, etc.) se
produce fragmentacion, lo que se denomina vicarianza. Este fenomeno genera
subpoblaciones a partir de una poblacién original, ocasionando que la mezcla
genética o flujo génico disminuya entre las subpoblaciones.®’ Croizat, considera
gue las frecuencias génicas en las subpoblaciones se diferencian con el tiempo y
la poblacion total se aleja del equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) hasta un punto
donde ya no lo cumple. Si bien la idea general de Croizat, resulta facil de

comprender, esta se encuentra asociada a las teorias matematicas de genética de
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poblaciones desarrolladas durante el siglo 20."" En el siguiente apartado se
explicara el equilibrio de HW, asi como otros principios béasicos relativos a la

genética de poblaciones.

2.4 Genética de poblaciones

Existe un lazo indisoluble entre las bases genéticas de la evolucion y la
genética de poblaciones. Los fundamentos teoricos de la genética de poblaciones
se encuentra en la genética mendeliana y la evolucidbn neo-Darwinista. A
diferencia de otras areas de la biologia, la genética de poblaciones, es tedrica
mas que observacional o experimental. Sus principales objetos de estudio son: la
frecuencia y la adecuacién de los genotipos en las poblaciones naturales. En
genética de poblaciones, se considera la evolucibn como el cambio en las
frecuencias de los genotipos a través del tiempo, debido probablemente a sus
diferencias en adecuacion. En general, las frecuencias genotipicas se determinan
con facilidad, no asi su cambio; ya que la escala de tiempo en que se producen
dichas transformaciones en la naturaleza, generalmente es muy larga, en el orden
de cientos, miles o millones de afios; en consecuencia resulta imposible observar
directamente cambios tan lentos; ademas, las diferencias en adecuacién entre los
genotipos que pudieran ser responsables por variaciones de frecuencia, son
extraordinariamente pequefias, probablemente menos de 0.01%, siendo

igualmente imposibles de medir directamente. Por lo tanto los avances en

Vil

Si bien en el marco tedrico mencionamos algunos conceptos matematicos fundamentales de la genética de
poblaciones, el desarrollo tedrico matematico no es el objetivo de esta tesis, por lo que a los lectores
interesados les sugerimos revisar los textos referidos en relacion al tema.
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genética de poblaciones se lograron construyendo modelos matematicos de
evolucion, estudiando su comportamiento, y verificando si el estado de la

poblacién es compatible con dicho comportamiento.®!

Desde el punto de vista practico, determinar la variacion presente en el
genoma de un grupo de individuos, es relativamente sencillo en la actualidad. Una
vez obtenido el DNA de una muestra, en nuestro caso cultivos de S. schenckii s.
l., se puede amplificar el gen o region de interés utilizando la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR), tras lo cual es posible obtener la secuencia
especifica presente en cada muestra. Las secuencias conseguidas se analizan
para determinar la variacion presente, se cuantifican los sitios conservados, sitios
polimorficos, mutaciones silentes, no silentes, o fijadas; se determina si las
diferencias observadas se encuentran o no en equilibrio de HW; y se pueden
calcular indices de diferenciacion y flujo génico como la variacion nucleotidica n

(pi), theta (0), flujo genético (Fst), indice de migracién (Nm), etc.

Los datos de variacion genética pueden relacionarse con otros datos
como distribucién geografica, morfologia o variaciones bioquimicas entre las
poblaciones; empero, no siempre es facil establecer la relacion entre la variacién
genética y la fenotipica. Estudios en modelos experimentales bacterianos® y
situaciones especiales como el estudio del virus de inmunodeficiencia adquirida,®
donde la seleccion y los cambios en las frecuencias gendmicas ocurren en corto

tiempo, han permitido comprobar la practicidad de los modelos matematicos de
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evolucion, en los estudios de genética de poblaciones. A continuacién se da una
breve explicacion de los principios de genética de poblaciones que se utilizaron

para el analisis en este trabajo.

2.4.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

La ley de Hardy-Weinberg se considera el punto de partida de la genética
de poblaciones, fue postulada por Godfrey Hardy y Wilhelm Weinberg en 1908,*
establece una relacion que puede usarse para predecir las frecuencias alélicas al
contar con las frecuencias gendmicas y viceversa, en un locus autosémico de una
poblacién diploide; asumiendo que la poblacion es infinita, el apareamiento ocurre
al azar y la poblacion no se encuentra bajo el influjo de otras fuerzas evolutivas
(deriva genética, endogamia). Esta relacion se representa con la siguiente

ecuacion:

p2+2pq+q2=1

En la ecuacion, p y g representan las frecuencias de los alelos para un
locus génico con 2 alelos. Si, las frecuencias observadas de los genotipos se
encuentran conforme con las frecuencias esperadas de acuerdo a las frecuencias
alélicas observadas, se concluye que la poblacion se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg (HW). Por otra parte, la variacion en las poblaciones naturales

gue no se encuentran en equilibrio de HW requiere una investigacion evolutiva.
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En poblaciones que no cumplen la ley de HW, la heterocigosis se puede emplear
para evaluar los niveles de variacion; y se entiende por heterocigosis la frecuencia
de heterocigotos (individuos pq) en una poblacion diploide apareada al azar. La
heterocigosis se calcula a partir solo de las frecuencias alélicas, no de las
genotipicas por lo que se puede utilizar incluso para describir variacion en

bacterias. La ecuacion que define la heterocigosis (Hs) en un locus es:

k

Hs=1-Xp;
i=1

Por otra parte la desviacion del nivel esperado de heterocigosis o indice
de fijacion, constituye un concepto critico para entender los efectos del tamafio de
la poblacion en la heterocigosis, asi mismo resulta Gtil como un estimador del

impacto de la estructura poblacional en la distribucion de la variacion genética.

2.4.2 Teoria neutral

Kimura y Ohta,”® en la década de los setenta concluyeron que los
polimorfismos pueden utilizarse para comprender los procesos evolutivos y
formularon la hipétesis neutral, esto con los datos de electroforesis de proteinas
disponibles para la época. No obstante, posteriormente se observé que la
prediccién se cumplia igualmente para las secuencias de DNA de las regiones no
codificantes y se asumié que la mayoria de las sustituciones de aminoacidos en

las proteinas no son neutrales, sino discretamente deletéreas. La teoria neutral
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constituye la forma mas empleada de hipotesis nula en los modelos de evolucion
molecular. Esta, sostiene que gran parte de la evolucion se debe a la deriva
génica mas que a la seleccion natural; considera que la mayor parte de la
variacion en los alelos y las sustituciones presentes en las proteinas o el DNA
tiene poca o ninguna ventaja 0 desventaja adaptativa y por tanto son neutrales
desde el punto de vista de seleccion. Por tanto la mayoria de las sustituciones no
tienen influencia en la supervivencia de los genotipos, ademas predice la cantidad
de polimorfismos para una muestra de secuencias en una poblacion de una
especie dada y puede predicir tanto el grado como la tasa de divergencia entre
secuencias de una muestra de especies diferentes. La teoria neutral considera
que la mutacion introduce variacién en una poblacion a una tasa de 2Ny. Donde y
es la probabilidad de que aparezca una mutacion en uno de los alelos en el locus
de estudio, también se denomina tasa de mutacion; N se refiere al tamafio inicial
de poblacion efectiva, es decir el nimero de individuos en una poblacion definida
que puede reproducirse y por tanto aportar diversos alelos. A partir de aqui la
teoria neutral permite calcular las tasas de sustitucién, denominadas (p). Por otra
parte utilizando andlisis de secuencias la teoria neutral permite calcular el
polimorfismo presente en las secuencias de DNA utilizando el nimero de sitios
segregantes. El célculo de la tasa de mutacion a partir de los sitios segregantes
en una muestra de secuencias de DNA se denomina theta (8). Mientras que la
suma del niumero de diferencias nucleotidicas para cada par de secuencias de
DNA es la diversidad nucleotidica (n).*” Ademas las tasas de sustitucién, se

puede estimar dividiendo el nimero de sustituciones que separan un par de
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especies (secuencias en estudio) entre el tiempo total en que los 2 linajes
divergieron a partir del ancestro comun, lo que se ha denominado relgj
molecular.”” Para probar el modelo neutral de evolucién molecular se han
desarrollado diferentes pruebas, como la D de Tajima. Esta prueba del modelo
estandar de coalescencia, se utiliza comunmente para muestras de polimorfismos
de DNA. Para el calculo de la D de Tajima se utiliza la diversidad nucleotidica y el
namero de sitios segregantes observados en una muestra de secuencias de DNA.
La hipdtesis nula de la prueba es que las muestras de DNA se tomaron de una
poblacién con un tamafio efectivo de poblacion constante y seleccién neutral de
todas las mutaciones. Por tanto la seleccion natural trabajando sobre las
secuencias o cambios en el tamafio de la poblacién efectiva con lleva a rechazar

la hipotesis nula.

2.4.3 Relaciones filogenéticas y Coalescencia

Desde el desarrollo de la teoria evolutiva, una de las tareas de la biologia
ha sido investigar las relaciones filogenéticas entre las especies. Esta tarea es
importante dado que todas las diferencias que existen entre las especies, en
morfologia, fisiologia, ecologia, o en comportamiento, incluso en distribuciéon
geografica, han evolucionado como las especies mismas en el curso de la
filogenia. Hennig en 1950, planteé que, las nuevas especies se originan
exclusivamente cuando una parte de una comunidad reproductiva existente queda
aislada del resto o de otras partes de dicha comunidad por periodos prolongados,

de forma que se produce aislamiento genético, el cual imposibilita las relaciones
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reproductivas entre los grupos cuando las barreras externas que llevaron a ese
aislamiento desaparecen. Por lo tanto, todas las especies (comunidades
reproductivas) que existen conjuntamente en un momento de tiempo, se
originaron por division de unidades reproductivas homogéneas, anteriores. En
este hecho se sustenta el concepto de relaciones filogenéticas, existiendo un
grado variable de relacion entre todos los organismos vivos. Consecuentemente,
el objetivo en las investigaciones de sistematica filogenética es descubrir el grado
apropiado de relacién filogenética entre un grupo dado de organismos.®® Las
relaciones filogenéticas pueden representarse graficamente utilizando los
modelos de coalescencia y se entiende por coalescencia, el linaje de alelos en
una muestra remontado hacia atras en el tiempo hasta su ancestro comdn. La
coalescencia también se denomina genealogia de la muestra, ya que captura las
relaciones genealdgicas o filogenéticas de una muestra de alelos. En la actualidad
se utilizan diversos programas para la obtencién de los arboles filogenéticos,
estos programas consideran los procesos basicos de mutaciones como
sustituciones, inserciones y delecciones. El proceso de analisis probabilistico, es
complejo e implica la construccion de matrices de substitucion, algoritmos de
alineamiento (heuristicos como BLAST y FASTA), asi como la aplicacion de las
formulas derivadas de la teoria neutral y el uso de modelos de andlisis, como el

Bayesiano utilizado en este trabajo.*’
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2.4.4 indices de diferenciacion y flujo génico

Los indices de diferenciacion y flujo génico permiten definir la estructura
de una poblacion y/o subpoblaciones. La comparacion de la heterocigosis
observada y la esperada permite definir el indice de fijacion (F) para un alelo.
Asimismo, se puede extender el indice de fijacion para aplicarlo al caso de
multiples subpoblaciones. En estos casos mas complejos pueden existir
desviaciones de las frecuencias esperadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg, en
2 niveles. En primer término en cada subpoblacién ocasionadas porque el
apareamiento no sea al azar o entre las subpoblaciones debidas a la existencia de
una estructura poblacional. Con objeto de una mejor comprension de los

resultados de este trabajo definimos:

Fst, como la reduccion en la heterocigosis debida a la divergencia en la
frecuencia alélica entre subpoblaciones. El Fst considera la diferencia entre el
promedio de la heterocigosis esperada en las subpoblaciones y la heterocigosis

esperada del total de la poblacion y se calcula con la siguiente formula:

Fst= Hri- Hs
Hr

El Fst se utiliza cuando solo existen 2 alelos en un locus, mientras que el

Gsr se aplica cuando se encuentran multiples alelos.®® Los valores que se aceptan
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comunmente en diferenciacion genética para el Fst, son: 0 a 0.05 indica poca
diferenciacion, 0.05 a 0.15 moderada, 0.15 a 0.25 grande, valores por encima de
0.25 indican una gran diferenciacion.”” El nimero de migrantes entre 2
poblaciones o indice de migracion (Nm) puede calcularse a partir del Fst con la

formula:

Nm= 1-Fsr
4XFST

Se considera que el Nm indica el numero de migrantes entre 2
poblaciones en estudio en un momento dado o en una generacién particular.
Poblaciones bien diferenciadas presentan un Nm<1, mientras Nm>4 sugieren una

unidad panmictica.”!

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien se han comparado los aislados mexicanos en diversos estudios
con los de otras latitudes, no existe un analisis que relacione la distribucién
geografica de los aislados mexicanos con sus caracteristicas moleculares. Cabe

destacar el trabajo de Arenas y col.,*

gue si bien no describe la taxonomia del
grupo de acuerdo a la clasificacion actual, evidencia la diversidad presente en los

aislados mexicanos que se identifican en varios de los grupos propuestos por
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Ishizaki.** Por otra parte las especies presentes del complejo S. schenckii y su
relacion con la distribucion geogréfica no han sido estudiadas en México. Esto es
importante ya que los patrones de especiacion pueden estar influidos por las
condiciones del medio ambiente en cada localidad. En este contexto, el propésito
del presente trabajo fue evaluar los polimorfismos genéticos presentes en la
poblacibn mexicana de aislados obtenidos de pacientes con esporotricosis,
estudiar su relacion filogenética y su genética de poblacion en relacién a aislados

de otros paises.

4. HIPOTESIS
Los aislados de S. schenckii s. ., obtenidos de pacientes mexicanos con
esporotricosis que provienen de diversas areas geograficas en México pertenecen

a diferentes genotipos de acuerdo a la clasificacién propuesta por Marimon y col.*®

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar las caracteristicas genéticas de los aislados del complejo S.
schenckii en México obtenidos de pacientes con esporotricosis, y describir su
estructura desde el punto de vista de genética de poblaciones en relacion con

aislados del resto del mundo.
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5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Obtener aislados de S. schenckii de origen clinico provenientes de

diferentes estados de México.

5.2.2 Estudiar la variabilidad genética de las secuencias del gen cal y el

gen cmk en los aislados obtenidos.

5.2.3 Determinar las relaciones filogenéticas de los aislados analizados.

5.2.4 Con base en la variabilidad genética evaluar si existen diferentes

especies del complejo S. schenckii en México.

5.2.5 Describir la genética de poblacion de los aislados mexicanos de S.

schenckii.

6. JUSTIFICACION

Con técnicas como RFLP se ha identificado alta variabilidad genética de
S. schenckii en México. Con todo, no se han correlacionado los patrones
genéticos, la distribucion geografica con las variantes descritas y la estructura
genética de la poblacién de S. schenckii en México. Por lo tanto este trabajo
pretende recolectar y clasificar aislados provenientes de localidades geograficas

representativas de diferentes regiones del pais para estudiar sus caracteristicas
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genéticas y determinar la estructura genética de la poblacién de S. schenckii en

México.

7. DISENO EXPERIMENTAL

Obtencion de aislados de
S. schenckii s..

Cultivo en infusidén

> Cultivo en agar Mycosel
cerebro corazon

Verificar las caracteristicas
macro y microscépicas de los
aislados

. ) Extraccion de DNA
Verificar el dimorfismo y la

termotolerancia de cada
aislado

PCR de los genes de calmodulina y de la
cinasa dependiente de calcio/calmodulina

Construccion y analisis de arboles
filogenéticos
Analisis de genética de poblaciones

Elaboracion de matrices de relacion entre los datos moleculares y
con la distribucioén geografica en México

Figura 6. Flujograma del disefio experimental.
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8. MATERIAL Y METODOS

8. 1 Universo de estudio

Los aislados de S. schenckii se obtuvieron con la colaboracion de las
siguientes instituciones: Servicio de Micologia del Hospital “Dr. Manuel Gea
Gonzalez”, Universidad Autonoma de San Luis Potosi, Laboratorio de Micologia
de la Facultad de Medicina, UNAM; del Instituto de Referencia Epidemioldgica
(InDRE); asi como de algunos colaboradores, como el Dr. Heliodoro Herver,
Director del Hospital General de Huatusco,” Estado de Veracruz; y el Dr. Miguel
Bada del Moral adscrito al Departamento de Inmunologia y Dermatologia, de la
Universidad Veracruzana. Gracias a las diversas colaboraciones se obtuvieron
aislados provenientes de los siguientes estados: Distrito Federal, Estado de
México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Puebla, Querétaro,
San Luis Potosi, y Zacatecas (Tabla 1). Para preservar los aislados se obtuvieron
suspensiones de conidias en agua destilada estéril y cubiertas con aceite mineral,

se preservaron en ultracongelador a -70°C.

8.2. Tamafo de la muestra.
No se han reportado estudios epidemiolégicos que refieran la prevalencia
por numero de habitantes de la esporotricosis en la Republica Mexicana, si bien

diversos autores la consideran la micosis subcutanea mas frecuente en México. El

™ En el afio 2009 en que se recolecto la muestra directamente de un paciente visto en esa institucion por
lesiones cutaneas.
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namero de casos por afo varia ampliamente de acuerdo a cada region geografica
del mundo,” México no es la excepcién, por ejemplo en el servicio de
Dermatologia del Hospital Dr. Manuel Gea Gonzéalez ubicado en el D.F, se
reportaron de uno a 5 casos por afo, en un periodo de 5 afios; mientras que en el
estado de Jalisco, Mayorga y col., publicaron 822 casos en 37 afios lo que da un
promedio de 22 casos por afio.”> Dada la ausencia de informacién epidemioldgica
nacional y la gran variabilidad en las entidades reportadas, los casos se asignaron
de forma secuencial. Se recopilaron 30 muestras, obtenidas de pacientes con
diagnéstico clinico de esporotricosis, y en los cuales se comprobd la presencia de
S. schenckii mediante cultivo. Se excluyeron 6 aislados, en 2 casos los cultivos se
encontraban contaminados con acaros, en los otros 4 casos no existian datos

clinicos correspondientes a la muestras.

8.3 Descripcion de procedimientos
Se realizaron de manera secuencial, siguiendo lo propuesto en el disefio

experimental (Figura 6) los siguientes procedimientos:

8.3.1 Manejo de los aislados de S. schenckii
Dado que S. schenckii es un hongo patégeno clasificado como agente
biolégico de grupo 2, se siguieron las normas generales para laboratorios con

nivel de contencién 2, asi como la NOM-010-STPS-1999.
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8.3.2 Comprobacion de las caracteristicas fenotipicas

Para observar las caracteristicas de la colonia fungica todos los aislados se
sembraron independientemente en 2 medios de cultivo, en agar Sabouraud
(Bioxon) y agar dextrosa papa (Bioxon) a 28°C se observaron las caracteristicas
macroscopicas (textura, color) y microscopicas de los cultivos de 10 dias. Para la
observacion microscopica de los cultivos se utilizaron tinciones con azul de

lactofenol, KOH al 10% y negro de calcofluor.

8.3.3 Comprobacion del dimorfismo

Para observar el cambio de la forma de micelio a levadura se utilizaron 100
uL, con 10° conidias por pL, obtenidas de cultivos en agar Mycosel. Para ajustar
la concentraciéon de las conidias se utilizé la camara de Neubauer y se sembraron
en medio liquido de Infusién cerebro corazén (BHI por sus siglas en inglés) a 37°C

en agitacion continua a 120 rpm.

8.3.4 Aislamiento y purificacién de DNA

Para la extraccibn de DNA de S. schenckii se probaron diferentes kits
comerciales asi como la técnica tradicional utilizando fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico. Los mejores resultados se obtuvieron utilizando el kit PureLink™
Genomic DNA (Invitrogen) con 2 modificaciones al protocolo de extraccion descrito
por el fabricante, la primera modificacion consistio en agregar a cada muestra de
cultivo buffer de sorbitol (1 M sorbitol, 14 mM B-mercaptoetanol, 10 mM EDTA) y

por otra parte se aumento la cantidad de proteinasa K sugerida 10 veces, a 200
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pg/mL; con estas modificaciones se consiguié mayor cantidad de DNA y de mejor
calidad al comparar con los otros métodos. EI DNA extraido se preservo a -20°C

hasta su uso.

8.3.5 Iniciadores

Los oligonucledtidos reversos y directos para el gen de calmodulina
fueron disefados a partir de las secuencias de DNA gendmico de especies de S.
schenckii reportados en el GenBank. Siendo: primer directo 5'-
CCCGCTCCCGATRCAACGGC-3', y primer reverso 5'-
CCGTCCTGGTCGGCCTCACGG-3' con temperatura de alineacion de 64.11 y
64.81 °C respectivamente y que amplificaron un fragmento de 650 pb
aproximadamente. Con relacion al gen para la cinasa dependiente de
calcio/calmodulina utilizamos los oligonucledtidos directo 5'-
GATGCTTCCCAGACCATC-3' 'y reverso S-TATGACACCCATTGACCA-3
descritos en el trabajo de Valle-Aviles y col.,*® que amplifican un segmento de 320

pb.

8.3.6 Condiciones y Amplificacion por PCR
Para la amplificacién se utilizé el equipo MaxyGene Thermal Cyclers

modelo THERM-1000 (www.appliedbiosystems.com), el programa para amplificar

la secuencia del fragmento del gen de calmodulina fue el siguiente: 94°C durante
5 minutos para desnaturalizar la doble cadena de DNA, seguido por 35 ciclos

conformados por una temperatura de 94°C durante 60 segundos, temperatura de
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alineamiento de 64°C durante 60 segundos, y extensiéon a 72°C durante dos
minutos, posterior a los 35 ciclos se dio una extension final a 72°C durante 7
minutos. La temperatura de alineamiento y la concentracion de magnesio
optimos, se obtuvieron después de realizar ensayos de gradiente de temperatura
y curvas de concentracion de magnesio. Para mejorar la calidad del amplificado
se agrego6 1 pL de albumina al 1%. La amplificacion del fragmento del gen de la
cinasa dependiente de calcio/calcineurina (cmkl) se estandarizé usando el
mismo programa pero con una temperatura de alineamiento de 46°C; se
utilizaron 8 pL de MgCl,, con 0.25 puL de Taq DNA polimerasa (Promega,
Madison, WI) por cada volumen de reaccién de 50 L, para la amplificacion de
ambos genes. Los fragmentos obtenidos fueron corridos en geles de agarosa al
1% vy tefiidos con 5mg/ml de bromuro de etidio y visualizados en un

transiluminador Gel Logic 212 Pro (Carestream).

8.3.7 Secuenciacion

Los productos amplificados por PCR se extrajeron directamente de los
geles de agarosa, con QIAquick gel extraction kit (QIAgen cat. 28706), el
producto purificado fue cuantificado y enviado a secuenciar mediante el sistema

automatico ABI Prism 310 (www.appliedbiosystems.com)

8.3.8 Edicidn, Alineamiento de las secuencias y analisis filogenético
Las secuencias obtenidas se procesaron usando el programa BioEdit

v7.0.5 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) para verificar que no
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existieran errores en el proceso de la secuenciacion y para obtener las

secuencias consenso, asi mismo cada una de las secuencias fue analizada con la

herramienta Blast (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para corroborar su
identidad genética. Posteriormente se realiz6 el alineamiento multiple con el
software Clustal W v2.0,”* y se ejecuté ajuste manual usando el programa MEGA

V5.75 76

Para calcular el modelo de evolucion se manejo el programa Model test
v3.7,” el mejor modelo para ambos genes resulto ser Tamura-Nei considerando
tasas gamma (TrNef+G). Para la reconstruccion filogenética se usaron inferencias
bayesianas, el andlisis se realizo con el software MrBayes v3.2.”* ™ Los arboles
con valores menores a la fase estacionaria (burnin) se descartaron del analisis,
mientras que aquellos que alcanzaron la fase estacionaria se seleccionaron para

la construccion del arbol consenso.®

8.3.9 Andlisis de genética de poblaciones

Para determinar la variacion poblacional entre los aislados mexicanos se
utilizaron secuencias de referencia obtenidas del GenBank y se aplicaron los
siguientes indices: diversidad nucleotidica (n), entendido como el promedio entre
la proporcion de diferentes nucleétidos entre todos los pares de secuencias
posibles en la muestra; el polimorfismo de los haplotipos (8) que se refiere a la
proporcion de sitios nucleotidicos que se espera que sean polimérficos en una

muestra; indices de diferenciacién genética, como heterocigosis (Hs) que indica el
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grado de alelos diferentes en una poblacién, coeficiente de ancestria (Fsr),?* que
cuantifica la reduccidon en la heterocigosis debida a la divergencia entre
subpoblaciones, utilizando las frecuencias alélicas; y el indice de migracion (Nm)
o tasa de migracion efectiva esperada, que indica el nUmero de organismos que
migran de una poblacién a otra en una generacion determinada. Estos indices
expresan la diferenciacion genética entre las subpoblaciones de acuerdo al
modelo de islas infinitas.®® 8 Todos los indices mencionados se calcularon con el

software DNAsp v5.53

8.3.10 Genealogias

Para determinar la diferencias entre los diferentes haplotipos obtenidos
entre los individuos estudiados se realizdé un analisis de redes haplotipicas con la
aplicacion del software Network v5.** El cual analiza las genealogias utilizando
parsimonia no enraizada. Las redes haplotipicas se anidaron de acuerdo a las
reglas de Median-Joining networks, en las cuales el estatus interior es considerado
un clado/haplotipo y el haplotipo ancestral tiene prioridad sobre los haplotipos

perdidos.

9. RESULTADOS

Se cultivaron 24 aislados de S. schenckii, 22 aislados mexicanos, un

aislado colombiano y una cepa ATCC aislada en Georgia, Estados Unidos, la
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cual se utiliz6 como control (Tabla 1). Realizamos curvas de crecimiento y
observamos que a los 10 dias obteniamos crecimiento maximo (Figura 7) y que a
los 14 dias los cultivos iniciaban en algunos casos la fase de muerte, por lo que

utilizamos cultivos de 10 dias para la extraccion de DNA.

Se obtuvieron 22 secuencias del gen de la cal y 24 de la cmk1; asi mismo
se incluyeron en el analisis las secuencias disponibles en el GenBank
provenientes de otros paises y en el arbol filogenético de la cmkl se incluyod la
secuencia XM_010764690 correspondiente a Paracoccidioides brasiliensis como
grupo externo (Tabla suplementaria). La variabilidad genética se analizo para 343
secuencias de S. schenckii s.I con el gen de la cal, se determin6é un 23%
(155/651) de sitios polimorficos y 18% (119/651) informativos, los cuales
correspondieron a 61 haplotipos diferentes (p<0.05). La diversidad expresada
como diversidad haplotipica (Hd), = y 0 se calcul6 para todas las secuencias, los
valores obtenidos son 0.86, 0.06 y 0.08 respectivamente. Mientras que para el
gen cmkl, pocas secuencias estaban disponibles en el GenBank por lo que el
analisis se realizd solo para 26 secuencias y mostro 13% (41/320) de sitios
polimorficos y 9% (30/320) de sitios informativos, correspondientes a 17

haplotipos con valores de n= 0.032 y 8=0.037.
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Tabla 1. Aislados reportados en este trabajo, origen, numero de accenso al GenBank y

presentacion clinica.

Aislado Especie Fuente Numero de accenso al  Presentacion
GenBank/EMBL/DDBJ Clinica
cal cmk
ATCC®26331™ S schenckii humano, Georgia, KP644397 KP684125 No reportado
USA
hgdmgg05 S. schenckii  humano, SLP, Mx. KP644398 KP684126 Linfocutanea
hgdmgg09 S. schenckii  humano, SLP, Mx. KP644399 KF483853 Linfocutdnea
hgdmgg14 S. schenckii  humano, SLP, Mx. KP644400 KF483858 Linfocutanea
hgdmggl5 S. schenckii  humano, SLP,Mx. KP644401 KP684127 Fija
hgdmgg17 S. schenckii  humano, SLP, Mx  KP644402 KF498623 Linfocutanea
hgdmgg18 S. schenckii  humano, Jal, Mx.  KP644403 KP684128 Fija
hgdmgg20 S. schenckii  humano, SLP, Mx. KP644404 KP684129 Linfocutanea
hgdmgg21 S. schenckii  humano, SLP, Mx. KP644405 KF498610 Linfocutanea
hgdmgg?23 S. schenckii  humano, Zac, Mx  KP644406 KF498611 Linfocutanea
hgdmgg24 S. schenckii  humano, SLP, Mx. KP644407 KF498612 Linfocutanea
hgdmgg26 S. schenckii  humano, Pue, Mx.  KP644409 KF498613 Linfocutanea
hgdmgg27 S. schenckii  humano, Pue, Mx. KP644410 KF498614 Linfocutanea
hgdmgg31 S. globosa  humano, Mic, Mx KP684136 Linfocutanea
hgdmgg33 S. schenckii  humano, Pue, Mx. KP644411 KF498617 Linfocutanea
hgdmgg34 S. schenckii  humano, DF, Mx.  KP644412 KF483859 Linfocutanea
hgdmgg61 S. globosa  humano, DF, Mx KP684138 Linfocutanea
hgdmgg73 S. schenckii  humano, Qto, Mx. KP644413 KF483857 Linfocutanea
hgdmgg78 S. schenckii  humano, Gto, Mx. KP644414 KF483860 Linfocutanea
hgdmgg79 S. schenckii  humano, Gro, Mx. KP644415 KP684133 Linfocutanea
hgdmgg80 S. schenckii  humano, KP644416 KP684135 No reportado
Colombia

hgdmgg81 S. schenckii  humano, Gto, Mx.  KP644417 KP684134 Diseminada
hgdmgg44 S. globosa  humano, Mor, Mx. KP644418 KP684137 Fija
hgdmgg63 S. globosa  humano, EM, Mx. KP644419 KP684139 Fija

USA= Estados Unidos de América; Mx=M¢éxico, DF=Distrito Federal, Jal=Jalisco, Gue=

Guerrero, Gto= Guanajuato, Mic= Michoacan, Mor=Morelia EM=Estado de México Pue=Puebla,

Qto= Querétaro, SLP=San Luis Potosi, Zac=Zacatecas.
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W

Figura 7. a. Imagen macroscopica de los cultivos, Inicialmente los cultivos presenta aspecto de
levadura cremosa y brillante, a medida que envejecen adquieren un aspecto membranoso. b.
Imagen microscopica obtenida con la técnica de micro-cultivo, la cual permite observar claramente

las simpodulosporas.

En relacion a los indices de diversidad genética para las diferentes
especies de Sporothrix (S. schenckii s. str., S. brasiliensis, S. globosa, S. pallida y
S. mexicana) llama la atencion que los valores de 6 fueron siempre mayores a los
de n. Ademas la D de Tajima para las secuencias de cal reporta valores negativos
con significancia estadistica para S. globosa (-2.20, p<0.01), S. brasiliensis (-1.90,
p<0.05) y S. schenckii s. str. (-1.81, p<0.05). Mientras que se encontraron valores
significativo con el gen cmkl para S. schenckii s.l., y s. str., asi como para los

aislados mexicanos de S. schenckii s. str. (-1.96, -1.66, y -1.69 respectivamente y
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todos con p<0.05); siempre los valores de la D de Fu & Li fueron negativos y

congruentes con la D de Tajima (Tabla 2).

En términos generales, la diferenciacion entre las especies propuestas
por Marimon et al.,*® de Sporothrix utilizando el gen de la calmodulina muestra un
amplio rango de valores de Hs (desde ~0.1 a ~0.9) con Fst >0.69 y Nm<0.11

(Tabla 3).

Por otra parte el analisis de migracion y flujo génico considerando las
subpoblaciones S. schenckii s. str. conforme a la division geopolitica del mudo
(paises, Tabla 4), exhibe a los aislados mexicanos sin diferenciacion genética y
alto flujo génico en relacion al grupo conformado por Brasil-Argentina-Bolivia
(Fst=0.06 and Nm=3.91); mientras que existe mayor diferenciacion cuando se
compara con Colombia, Venezuela o Pert (Fst=20.18 y Nm<1.13). En contraste, se
observé mayor diferenciacion genética (Fsr-0.19) sin movimiento de individuos
(Nm<1) entre las poblaciones cuando se analizaron las poblaciones de Estados
Unidos de América (USA) con México, o USA y Sur América, asi como Sur
América y el grupo representado por Francia/Africa. Al contrario cuando México o
Sur América se estudiaron en relacion a Japon mostraron poca diferenciacion

genética y un alto flujo génico (Fst<0.01 y Nm>2, Figura 8).
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Tabla 2. Valores de m, 0, D de Tajima, D de Fu & Li para dos loci de Sporothrix schenckii s.1.

Tajima’s D* Fu & Li'sD
Cal
S. schenckii s.l. 362 343 61 0.861  0.060 0.079 145 200 -0.81, P>0.10 -0.75, P>0.10
S. schenckii s. str. 537 172 61 0.943  0.015 0.035 99 109 -1.81, P<0.05 -3.31, P<0.02
S. schenckii s. str. aislados 505 25 19 0.967 0.017 0.022 41 43 -0.88, P>0.10 -1.80, P>0.10
mexicanos
S. brasiliensis 555 72 8 0.547  0.001 0.004 12 12 -1.90, P<0.05 -5.65, P<0.02
S. globosa 460 61 10 0.495  0.003 0.010 22 22 -2.20, P<0.01 -4.27, P<0.02
S. pallida 532 21 7 0.710  0.005 0.007 14 15 -1.06, P>0.10 -1.26, P>0.10
S. mexicana 529 7 2 0.286  0.001 0.002 3 3 -1.36, P>0.10 -1.423,P>0.10
Cmk Tajima’s D* Fu & Li’s D¥
S. schenckii s.1. 320 26 17 0908 0.032 0.037 46 48 -1.96, P<0.05 -2.52, P<0.05
S. schenckii s. str. 321 21 14 0.867 0.010 0.017 19 20 -1.66, P<0.05 -2.51, P<0.05
Mexican isolates of S. 321 18 11 0.817  0.008 0.015 16 17 -1.69, P<0.05 -2.15, P<0.10

schenckii s. str.

*Numero total de sitios excluyendo gaps/datos perdidos; Nimero de secuencias; @Haplotipos, Hd= diversidad haplotipica (gen); € bajo el

modelo de sitios finitos; SS = Numero de sitios polimorficos (segregantes); m = Nimero total de mutaciones. ¢ para las regiones

codificantes; * En un rango de ventanas no sobrepuestas entre nucleotido179 y 278 del alineamiento. Dado que solo una secuencia de .

brasiliensis y 4 de globosa estaban disponibles para el analisis del gen cmkl, no se calcularon la TD y FD para este gen y dichas especies.
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Tabla 3. Diferenciacion genética y flujo génico entre las subpoblaciones de Sporothrix

schenckii s. 1. in el modelo de islas infinitas utilizando el gen de la calmodulina y el cmkl.

Poblacion 1 Poblacion 2
Cal
S. schenckii s. str. S. brasiliensis 0.533 0.692 0.111
S. schenckii s. str. S. Mexicana 0.861 0.980  0.005
S. schenckii s. str. S. pallida 0.728 0.973  0.007
S. schenckii s. str. S. globosa 0.743 0914 0.023
S. schenckii s. str. grupo 1 S. schenckii s. str. grupo 2 0.863 0.702  0.106
S. schenckii s. str. grupo 1 S. schenckii s. str. grupo 3 0.909 0.645 0.137
S. schenckii s. str. grupo 1 S. schenckii s. str. grupo 4 0.772 0.924  0.020
S. brasiliensis S. mexicana 0.099 0.997  0.000
S. brasiliensis S. pallida 0.158 0.990 0.002
S. brasiliensis S. globosa 0.245 0.975  0.007
S. mexicana S. pallida 0.485 0.972  0.007
S. mexicana S. globosa 0.456 0.993  0.002
S. pallida S. globosa 0.487 0.986 0.003
S. globosa cluster a S. globosa cluster b 0.449 0.216  0.907
cmkl
Sporothrix schenckii s. str. S. globosa 0.847 0.931 0.018

Hgs= heterocigosis, Fsr= coeficiente ancestria y Nm= flujo génico.

Cabe sefialar que un grupo de secuencias originarias de Peru se
diferencia de las provenientes de paises vecinos como Colombia y Venezuela con
un Fst elevado (20.37) y un bajo Nm (<0.42), estando por el contrario

relacionadas con las provenientes del grupo Brazil-Argentina-Bolivia (Fst=0.19 y
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Nm>1; Tabla 4).

Tabla 4. Diferenciacion genética utilizando el gen de la calmodulina entre Sporothrix

schenckii s. str. provenientes de diferentes paises, analizados bajo el modelo de islas

infinitas.

Paises Hs Gst Fst Nm
Mexico USA 0.81 0.1 0.51 0.23
Mexico Brasil-Arg-Bol. 0.87 0.03 0.06 3.91
Mexico Peru 0.93 0.03 0.23 0.85
Mexico Venezuela 0.87 0.06 0.18 1.13
Mexico Colombia 0.86 0.08 0.18 1.13
Mexico France/Africa 0.96 0.09 0.22 0.86
Mexico Japan 0.96 0.09 -0.13 00
Brasil-Arg-Bol ~ USA 0.80 0.09 0.55 0.20
Brasil-Arg-Bol ~ Peru 0.85 0.04 0.19 1.06
Brasil-Arg-Bol ~ Venezuela 0.82 0.01 0.08 2.87
Brasil-Arg-Bol ~ Colombia 0.82 0.02 0.07 3.32
Brasil-Arg-Bol ~ France/Africa 0.84 0.1 0.23 0.83
Brasil-Arg-Bol ~ Japan 0.86 0.1 -0.09 0
Peru Japan 0.88 0.07 0.09 2.29
Peru Venezuela 0.80 0.09 0.37 0.42
Peru Colombia 0.79 0.11 0.37 0.42
Peru France/Africa 0.88 0.09 0.03 7.8
Japan Venezuela 0.68 0.11 0.01 12
Japan Colombia 0.60 0.13 0.00 0
Japan France/Africa 0.00 0.00 0.08 2.87
Venezuela Colombia 0.65 -0.02 -6 o0
Venezuela France/Africa 0.67 0.11 0.46 0.29
Colombia France/Africa 0.6 0.13 0.46 0.29

Hgs= heterocigosis, Gsr= diferenciacion genética, Fsr= coeficiente ancestria y Nm= flujo génico.
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Figura 8. Mapamundi donde se indican los coeficiente de ancestria y flujo génico obtenidos con el
gen de la calmodulina entre las subpoblaciones formadas de acuerdo al pais de origen de
Sporothrix schenckii s. str. En la figura se muestran las relaciones mas destacadas de los aislados

mexicanos en relacion a los del resto del mundo.

Los arboles filogenético y de redes haplotipicas muestran seis clados
correspondiente con S. mexicana, S. pallida, S. luriei, S. globosa, S. brasiliensis y
S. schenckii s. str. (Figuras 9 y 10). 20 secuencias mexicanas, la colombiana
(KP644416) y la obtenida de la cepa de referencia ATCC®26331™ (KP644397)
se ubicaron en el conjunto correspondiente a S. schenckii s. str. Mientras que solo
2 secuencias pertenecientes a nuestros aislados (KP644418 y KP644419) se
ubicaron en el clado que representa a S. globosa. Ninguno de nuestros aislados,
se incorporo en el grupo de S. mexicana, cabe sefalar que S. mexicana se aislo
originalmente de planta mientras que todos nuestros aislados fueron obtenidos de

pacientes (humanos con esporotricosis).
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Figura 9. Arbol filogenético obtenido con las secuencias parciales de calmodulina. Se observan seis

clados Sporothrix mexicana (verde), S. pallida (amarillo), S. luriei (negro), S. globosa (violeta), S.

brasiliensis (rojo), S. schenckii s. str. (Azul).
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Asimismo en el arbol de redes haplotipicas puede observarse que el
agregado identificado como S. schenckii s. str., esta formado por 4 subgrupos
mientras que en el clado S. globosa encontramos 2 subpoblaciones (a y b). El
conjunto b, estd compuesto exclusivamente por aislados publicados
recientemente en Venezuela, mientras el grupo a, de mayor tamafio comprende

aislados de Europa, Asia, Norte y Sur América.

Algunos haplotipos de México y Pert (grupo 3 y 4 respectivamente,
Figuras 10 y 11) muestran indices de diferenciacion genética elevados
(Fst=0.645, Nm=<0.137; Tabla 3 y 5) en relacion a las otras subpoblaciones. Esos
grupos se ubican en la figura 10 lejos del centro de dispersion ancestral (grupo 1),
qgue incluye la mayoria de las secuencias provenientes de Sur América; mientras
qgue el segundo conjunto se incluyen secuencias obtenidas en su mayoria de
Estados Unidos de América, asi como algunos aislados brasilefios, japoneses y
mexicanos; El conjunto 3 lo forman aislados de México en su mayoria, 2 aislados
de Estados Unidos y el aislado francés; Por udltimo el grupo 4, comprende
secuencias provenientes de Pert, Sur Africa y Argentina. Para comprobar esta
distribucion se realiz6 un arbol de redes haplotipicas utilizando solo las

secuencias de S. schenckii s. str. (Figura 11), en este se observa 5 grupos.

En relacion a las subpoblaciones de S. globosa, la distancia fue menor
entre ellas, sin embargo suficiente para considerar 2 poblaciones independientes

(Fs1=0.22 y Nm=0.91, tabla 3).

56




Filogenia molecular de aislados de Sporothrix schenckii en México

S. mexicana

S. pallida

8. Schenckii s. str.

S. brasiliensis

5 2
Cluster 1 Cluster 2 * :o T .°
15
° ‘:' e’
F | |
| ] [ ]
- ™ ®, 5] ’ ¢
" _.. o ,.
1 [&] ‘e 6
6 ® . 5 ® @ i 16
| o ] .'2 . ®
¢ @ee /@ .
| o [g2eb)\//
? g = /
e e P 2 - : ] / ™ o —o—@
ald /S e P 5 2 |9/ »-g| 6
NI F &4 = .Q—.-O‘ Py - ; o &
‘?\.-. . P 212 % o ez g
¢ Q oo ©F B9 2 s o P
P 3 o 2 | @ 20 A4 A 2
.2 y 4 @ @+ LN /P ¢ e
e L ] 7 o =] . 7 /5 9. 12 o 4]
-2. ° la_\ .'él. __o_.__b_o- . @ ®
._ N 1 r
9 Clyster3 \7
® ") \ 5
L x , =] 3.30 4 @
oo °
2 Q ) /
150 2% @ PO it Cluster 4
3 'zq.w; .
— &/ \ \
—T4 ' (=} L ]
.0 .
Cluster b 0 cjyuster a S. luriei
S. globosa
L —_ Asgentina @ Germany @ Fortueal
. - B(:rli\_'ia - India B SouthAfrica
o b " K
: - ({o!ombia [ Japan United States
d B China B Mexico ] United kingdom
b - France - Peru - Venezuela
D Median vectors

Figura 10. Arbol de redes haplotipicas de S. schenckii s. 1. Los circulos de mayor tamafo

representan los haplotipos ancestrales. Los colores simbolizan los paises de origen o los vectores

intermedios. Los numeros indican el niumero de mutaciones entre los haplotipos o entre un

haplotipo y un vector intermedio. La ausencia de niimero indica que solo ocurrié una mutacion

entre los haplotipos. Se observan clados que representan las seis especies mencionadas, asi como 4

grupos para S. schenckii s. str., y 2 clusters para S. globosa.
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Figura 11. Arbol de redes haplotipicas de S. schenckii s. str. Los circulos de mayor tamafio
representan los haplotipos ancestrales. Los colores simbolizan los paises de origen. Los numeros
indican el nimero de mutaciones entre los haplotipos o entre un haplotipo y un vector intermedio.
La ausencia de nimero indica que solo ocurrié una mutacioén entre los haplotipos. Se observan

cinco grupos que representan subpoblaciones de S. schenckii s. str.

Los indices de diferenciacion genética y flujo génicos muestra separacion
entre todas las subpoblaciones, con excepcion del analisis entre el grupo 1y el 5

que muestra baja diferenciacion con elevado flujo génico (Fst=0.024 y Nm=10.16,
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Tabla 5), es decir estos grupos se comportan en realidad como una poblacion
Gnica. Con la intencion de conocer la distribucion geogréafica de cada conjunto se
identifico el lugar de origen de cada aislado en el mapa mundial, de acuerdo a la
informacion disponible en el GenBank, y se observé la distribucion espacial de

cada subpoblacion (Figura 12).

Tabla 5. Diferenciacion genética entre las subpoblaciones de S. schenckii s. str. En el

modelo de islas infinitas.

Poblacion 1 Poblacion 2
Grupo 1 Grupo 2 0.808 0.109 0.851 0.042
Grupo 1 Grupo 3 0.877 0.037 0.543 0.210
Grupo 1 Grupo 3a 0.871 0.052 0.799 0.063
Grupo 1 Grupo 3b 0.873 0.063 0.630 0.146
Grupo 1 Grupo 4 0.845 0.072 0.885 0.032
Grupo 1 Grupo 5 0.871 0.027 0.024 10.16
Grupo 2 Grupo 3 0.612 0.171 0.693 0.111
Grupo 2 Grupo 3a 0.546 0.183 0.892 0.030
Grupo 2 Grupo 3b 0.527 0.160 0.863 0.039
Grupo 2 Grupo 4 0.518 0.292 0.956 0.012
Grupo 2 Grupo 5 0.558 0.187 0.890 0.031
Grupo 3 Grupo 4 0.716 0.154 0.777 0.072
Grupo 3 Grupo 5 0.872 0.074 0.584 0.178
Grupo 3a Grupo 3b 0.811 0.101 0.788 0.067
Grupo 4 Grupo 5 0.643 0.186 0.912 0.024

Heterocigosis Inter-poblaciéon (Hs), coeficiente de ancestria (Fsr), diversidad del gen (Ggr), indice

de migracion (Nm). *
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En los andlisis realizados con el gen cmkl solo se evidencian 3 clados,
los asilados mexicanos se ubican en el conjunto correspondiente a S. schenckii s.
str., o en el grupo de S. globosa y mientras la secuencia de referencia
correspondiente a S. brasiliensis se ubica de forma independiente en el arbol
filogenético obtenido con el gen cmkl (Figura 13), en concordancia con lo

observado previamente en los analisis con calmodulina.

Leyenda

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4
Grupo 5

HBRREN

Figura 12. Distribucion geografica de las 5 subpoblaciones de S. schenckii s. str. Definidas con el
gen de calmodulina. El grupo 1 (azul) se distribuye entre en Tropico de Cancer y el Trépico de
Capricornio imperando en Sur América y Japon; El grupo 2 (verde) se ubica por arriba del Ecuador,
especialmente arriba del tropico de Cancer en Norte América; Grupo 3 (lila) se encuentra en USA y
Francia; el grupo 4 (negro) se encuentra por debajo del ecuador en Argentina, Perti y Sur Africa;

grupo 5 (rojo) solo se presenta en el sur de Brasil.

En el mapa de la figura 12 se puede observar la distribucion limitada a

ciertas regiones de cada grupo.
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Figura 13. Arbol filogenético realizado con el gen cmkl. Se observa como la mayoria de los
aislados mexicanos conjuntamente con la secuencia de referencia proveniente de puerto Rico se
ubican en el clado correspondiente a S. schenckii s. str., mientras que los aislados identificados con
el gen de la calmodulina como S. globosa conforma un clado independiente, de igual manera la

secuencia de referencia perteneciente a S. brasiliensis.
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10.DISCUSION

Si bien algunos aislados mexicanos han sido incluidos en estudios

internacionales de filogenia,®® *

esta es la primera vez que se estudia la
estructura de genética poblacional de aislados mexicanos de S. schenckii
obtenidos de pacientes con esporotricosis, utilizando las secuencias parciales de
los genes cal y cmkl. Con el DNA mitocondrial se reportd la presencia de
diferentes subtipos en México con la técnica RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms). Los aislados mexicanos se agruparon con aislados provenientes
de Sur Africa, asi como de América del norte, central y del Sur, conformado el
grupo A de Ishizaki.?® ** Posteriormente se demostré que el grupo A de Ishizaki
corresponde a S. schenckii s. str. Por otra parte, 2 muestras obtenidas del medio
ambientes en México se definieron como una nueva especie denominada S.
mexicana;** mientras que la presencia de S. globosa en México fue reportada en

aislados de origen clinico por Madrid y col.*

En este estudio encontramos que
81% de los aislados mexicanos provenientes de muestras clinicas pertenecen a
S. schenckii s. str., mientras que el 19% restante fue identificado como S.

globosa.

El gen cmkl se identificé en diversos hongos siendo al igual que otras
cinasas, Gtil para su reconocimiento y andlisis filogenéticos.®” %
Desafortunadamente, el nimero de secuencias disponibles en el GenBank para

las especies del genero Sporothrix para el gen cmkl es muy limitado. Mas aun, no
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existian secuencias de cmk1l pertenecientes a S. globosa disponibles previamente
a las obtenidas de nuestros aislados. Por tanto las secuencias publicadas en este
trabajo y presentadas en el GenBank, son las primeras. Se demostré que este
gen es igualmente util para la identificacion de las 3 especies patégenas mas
frecuentes del complejo S. schenckii (S. schenckii s. str., S. brasiliensis y S.
globosa) y puede utilizarse como un marcador molecular de polimorfismo. El
producto de este gen es una proteina denominada cinasa dependiente de
calcio/calmodulina (Ca2+/CaMKs), que desempefia un papel destacado en la
adaptacion al medio ambiente en condiciones de estrés.”” * Participa en
diferentes procesos, incluyendo respuesta a estrés oxidativo, dimorfismo,
virulencia y tolerancia a drogas.*® Consideramos que las diferencias en los
perfiles de susceptibilidad antifingica en las especies cripticas del complejo S.
schenckii,”' podrian estar asociadas con las diferencias en la proteina

Ca2+/CaMKs encontradas entre S. brasiliensis, S. globosa y S. schenckii s. str.

En hongos dimorficos como los pertenecientes al complejo S. schenckii, la
habilidad para sobrevivir en las condiciones fisiologicas del huésped es primordial
para la patogenicidad y por lo tanto impacta en la seleccién genética.”” *’De
acuerdo a la teoria neutral se espera que el valor de = sea igual a 0’ Sin
embargo nuestros datos revelan valores de 6 mayores a los valores de =n, en S.
schenckii s. str., S. globosa y S. brasiliensis, lo que habla en contra de la
neutralidad. Valores negativos de TD y FD, sostienen esta declaracién y también

sugieren seleccién direccional o purificadora, o expansién de la poblacién.””
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En relacién a los aislados mexicanos y basados en el arbol de redes
haplotipicas y el andlisis de genética de poblaciones, concluimos que la mayoria
de los haplotipos presentes en México se relacionan con los haplotipos
suramericanos mas que con los ubicados en norte América. Lo que descarta a los

Estados Unidos como la principal fuente de introduccion de S. schenckii a México.

Por otra parte investigaciones recientes revelaron diferencias en los
perfiles de virulencia, secrecién de proteinas e inmunogenicidad entre aislados de
S. schenckii s. str.®® Nuestros datos revelan alta diversidad genética en S.
schenckii s. str., y sugieren que esta especie se encuentra en un proceso de
diferenciacion y expansion. Identificamos cinco subgrupos de haplotipos; de los
cuales los conjuntos 1 y 2 presentan una topografia general congruente con los
estudios previos. Mientras que la subpoblacién 3 esta formada principalmente por
aislados mexicanos. El grupo 4 lo integran haplotipos provenientes de Argentina,
Peru y Africa; por el contrario, el grupo 5 se encuentra limitado al sur de Brasil. La
formacién de los grupos observados en el arbol de redes se soporta con los
valores de Fst y Nm, que también indican la presencia de mas de un subtipo de
S. schenckii s. str., en México (1, 2 y 3), Brasil (1, 2 y 5), Pert (1 y 5) y Estados
Unidos de América (2 y 3), lo cual podria tener implicaciones clinicas y
epidemioldgicas. Finalmente, la presencia de los grupos 3 y 4 de S. schenckii s.
str., en Meéxico y Peru respectivamente, plantea la interrogante de si estos

deberian considerarse como variantes diferentes dada la enorme distancia
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genética entre ellos y el conjunto 1, incluso mayor que la distancia existente entre

especies reconocidas como S. brasiliensis y S. schenckii s. str.

Con objeto de explicar estos hallazgos, consideramos que algunos
polimorfismos genéticos pueden desarrollarse y ser seleccionados en hospederos
preferenciales, como por ejemplo S. brasiliensis, presente en huéspedes
felinos.*® % Publicaciones recientes sostienen la expansién clonal de S.
brasiliensis, evidencia un Unico “tipo sexual” (mating type) asociado con la
epidemia de S. brasiliensis, en la cual se encontraron afectados tanto felinos
como humanos.®* % 9 Estos datos apoyan la hipétesis de un proceso de
selecciéon purificadora, seguido por expansion clonal de la poblacion. Por otra

parte, Zhang et al.,*®

revisaron la informacion epidemioldgica de 14000 casos, y
destacan la asociacion entre la infeccion por S. brasiliensis y la transmision por
mamiferos, en contraste con la transmision de S. globosa a través de material
organico como plantas en descomposicion; sefialan que estas especies difieren
en virulencia, transmisién y tipo de epidemia que originan. Con base en lo antes
sefialado y considerando los resultados del analisis filogenético y de genética de
poblaciones realizado, concluimos que S. schenckii s. str., S. globosa, y S.
brasiliensis se originaron de un ancestro comun; la alta variabilidad genética de S.
schenckii s. str., se asocia a la reproduccién sexual y correlaciona con su
capacidad de sobrevivir en diferentes ambientes, incluyendo diversos animales y

plantas, mientras que S. brasiliensis y S. globosa parecen no presentar

reproduccion sexual y se encuentra limitadas a pocos hospederos. En conclusion
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la distribucion global y su poca variabilidad genética (expansion clonal rapida) de
S. globosa, podria estar asociada con el intercambio de productos organicos en el
mercado mundial actual; por el contrario la restriccion de S. brasiliensis a Brasil se
correlaciona con la baja movilidad del gato doméstico, el cual representa un
vector lento de dispersion. Mientras que las poblaciones identificadas en S.
schenckii s. str., podrian estar asociadas a nichos ecolégicos y hospederos

especificos aun por identificar.

La especiacion es un proceso evolucionario fundamental, que puede
variar ampliamente dependiendo del organismo que se considere. La genética es
un criterio importante pero no absoluto para esclarecer los asuntos de especiacion
en hongos. En el reino fungi mas que en otros reinos, el concepto de especie se
basa en criterios bioldgicos, morfologicos, ecolégicos y filogenéticos los cuales
pueden ser controversiales y conflictivos.®® En general se considera que una
especie nueva emerge cuando un miembro de una especie existente adquiere
una funcion (por mutacién o recombinacién) que le permite establecerse en un
nuevo nicho ecolégico, fundando una poblacién independiente. Teniendo en
cuenta lo anterior es necesario estudiar y caracterizar los grupos antes

mencionados en busca de evidencias que apoyen el proceso de especiacion.
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11. TABLA SUPLEMENTARIA

Datos de las secuencias obtenidas del GenBank/EMBL/DDBJ international data base

incluidas en los analisis de genética de poblaciones, las cuales fueron obtenidas en estudios

previos.

Especies Pais de Fuente de aislamiento Numero de ascenso al Referencias
origen GenBank/EMBL/DDBJ
calmodulin
S. brasiliensis Brasil Humano, piel AM116874-75 33,38
Humano, piel AM116877 33,38
Humano, piel AM116879-80 33,38
Humano, piel AM116883-90 33,38
Humano, piel AM116892 33,38
Humano, piel AM116894-99 33,38
Polvo domiciliario AM116876 33,38
Liquido cefalorraquideo = AM116878 33,38
Humano, esporotricosis ~ AM116881 33,38
diseminada
Humano, sangre AMI116882 33,38
Humano, biopsia de AM116891 33,38
Humano, esputo AM116893 33,38
Humano, piel AM159127 33,38
Muestra clinica AM261688-89 33,38
Muestra clinica HQ426928-59
NR JF313351 X
JF313354
JF313362
JF313364
Humano, valvula mitral ~ JN204360 87
NR JN995606-10 87
Muestra clinica JQ041903 92

*Teixeira, M, Lopes-Bezerra LM. Phenotypic aspects of Sporothrix species complex during fungal-

host Interaction Unpublished. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF313351).
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S. brasiliensis Brasil Muestra clinica JQ915210-13 X1
Homo sapiens JX077111-16
S. globosa Brasil Humano, piel GU456632 100
Clinica JF811336-38 42
KC693877 43
S. globosa China Trigo AM399002 38
S. globosa China Cana AM399003-04 38
Suelo AM399005 38
Medio ambiente AM399019 38
Muestra clinica KCI121564-67 34
KC190217-19 M
S. globosa India Clinica AM490348-53 38
AM490358-63
S. globosa Italia Humano, nédulo cutaneo  AM399018 38
S. globosa Japon Clinica AM398993-95, 38
AM399016
S. globosa México Humano, esporotricosis ~ FM179331 88
Linfocutanea
S. globosa Espaiia Humano, dedo de la AM116901 33,38
mano
Humano, brazo AM116902 AM116903 33,38
Humano, mufeca AM116905 33,38
Humano, mano AM116906 AM116909 33,38
Humano, pierna AM116907 33,38
Humano, cara AM116908 38
S. globosa Reino Unido  Clinica AM490354 38
S. globosa Estados Clinica AM398982 38
Unidos de
Norte
América
Clinica AM398992 38
Clinica AM399015 38
S. globosa Venezuela Cutaneo fija KF478892-93 101
Cutaneo fija KF478895 101
Cuténeo fija KF478901-02 101

Cutaneo fija

KF478904-05

101

X Oliveira MM, et al. Feline sporotrichosis and familiar outbreak caused by Sporothrix brasiliensis in
Espirito Santo State, southeast region of Brazil. Unpublished.
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/JQ915210).
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101

S. globosa Venezuela Cutaneo fija KF478908
Cuténeo fija KF478911 1ot
S. mexicana Brasil Homo sapiens JF811339-41 42
S. mexicana Italia Perro con cancer JX080721 87
S. mexicana México Suelo AM398392 AM398393 38
S. mexicana Portugal Esporotricosis JF970258 4l
linfocutanea humana
S. pallida China Suelo AM398383 38
Suelo AM398385 38
Suelo AM398394-95 38
Caiia AM398384 38
Caiia AM398386-89 AM398391 38
Cafia AM399000 38
Trigo AM398390 38
NR AM399001 38
S. pallida Italia Suelo Comercial HQ686039 102
S. pallida Italia Suelo Comercial HQ686040 102
S. pallida Alemania Zootermopsis nevadensis ~ AM398382 33,38
S. pallida Reino Unido  Suelo AM398396 38
S. pallida Espaiia Medio ambiente HQ692915 102
S. schenckii Argentina Humano, esporotricosis ~ AM117436 38
diseminada
Humano, nédulo AM117445 38
linfatico cutaneo
S. schenckii Argentina Humano, biopsia cutinea AM]117446 38
S. schenckii Bolivia Humano, ndédulo AM117444 38
S. schenckii Brasil Muestra clinica HQ426960-62 33
NR JF313352-53 xii
NR JF313355-58
NR JF313359
NR JF313360-61
NR JF313363
NR JN995604-05 87
Homo sapiens JQ041898-902 23
Homo sapiens JQ041904-06 93
Homo sapiens JX077117-26 42
Muestra clinica KC463901-02 103
43

Felis catus

KC693828

*i Teixeira, M., Lopes-Bezerra, L.M. Phenotypic aspects of Sporothrix species complex during

fungal-host Interaction Unpublished. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuc core/JF313352).
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S. schenckii Brasil Homo sapiens KC693829 43
Homo sapiens KC693836-39 43
Homo sapiens KC693841-42 KC693853 43
Homo sapiens KC693855 43
Homo sapiens KC693860 43
Homo sapiens KF943640 36
Homo sapiens KF943648 36
Homo sapiens KF943677 36
Homo sapiens KF943681 36
Homo sapiens KF943689 36
Homo sapiens KF943700-06 36
Homo sapiens KF943717 36
Homo sapiens KJ020359 36
Clinica KJ472131-32 87
Homo sapiens KJ542524-27 36
S. schenckii Colombia Esporotricosis humana AM117447 33,38
Clinica KJ472134 87
Clinica KJ472137-40 87
S. schenckii France NR AM490340 38
S. schenckii Japon NR AM117438 38
Clinica KJ472142 8
S. schenckii Meéxico Suelo KJ472121 KJ472122 83
Planta de rosas KJ472123 85
Clinica KJ472133 8
Humano, esporotricosis KJ921740 93
linfocutanea
S. schenckii Peru Humano, esporotricosis ~ AM117427-34 33,38
Humano esporotricosis AM117439-43 33,38
Clinica AM399006 AM399017 38
Homo sapiens KF574469 o7
Homo sapiens KF943711-13 36
S. schenckii Sur Africa  NR AM117435 33,38
S. schenckii Estados Clinica AM117437 38
Unidos de
Norte
América
Clinica AM398983-91 AM398996 38
Clinica 38
Clinica AM399007-14 38
Clinica AM399020 38
S. schenckii Venezuela  Clinica AM490337-39 38
Clinica AM490341-47 38
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S. schenckii Venezuela Clinica AMA490355-57 38
S. luriei Sur Africa Humano, infeccion AM747302 104
craneal (ATCC 18616)
cmkl
S. brasiliensis Brasil Felino, lesion cutanea de  AWTV01000011 9
esporotricosis (ATCC:MY A-4823)
S. schenckii Puerto Rico  Aislado de origen clinico AY823266 48
(ATCC 58251)
Paracoccidioides Humano XM 010764690 105
brasiliensis
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