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Introduccioén

Histoplasma capsulatum, Darling 1906 es un hongo
saprobio-geofilico y pertenece al phylum Ascomycota, clase
Eurotiomycetes, orden Onygenales, familia
Ajellomycetaceae (Index Fungorum 2007). La especie H.
capsulatum tiene un estado teleomorfo (sexual) representado
por el género Ajellomyces el cual tiene una sola especie
“capsulatus™. El estado anamorfo (asexual) comprende tres
variedades taxonémicas (H. c. var. capsulatum, H. c. var.
duboisii y H. c. var. farciminosum) que son identificadas por
su micromorfologia, distribucién geografica, asociacion con
el huésped y formas clinicas de la enfermedad. Las tres
variedades capsulatum, duboisii y farciminosum son
dimorficas y agentes etioldgicos de la histoplasmosis
capsulati, histoplasmosis  duboisii e histoplasmosis
farciminosi, respectivamente. H. capsulatum es un patdégeno
intracelular preferencial del sistema fagocitico mononuclear
de mamiferos. Este hongo crece favorablemente en los cumulos de guano de murciélagos y aves. Es p05|ble aislarlo en
ambientes cavernicolas como cuevas y grutas donde habitan murciélagos y otros mamiferos cavernicolas. Se ha detectado el
hongo en distintos tipos de guano de murciélagos: insectivoros, frugivoros, polinivoros, nectarivoros, hematdfagos, etcétera,
lo que indica que la dieta de los quirépteros no influye en las condiciones de crecimiento de este patdgeno.
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clados (poblacion genética): 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 los ocho clados siete representan especies filogenéticas, con excepcion del clado
Eurasiano. Taylor et al. (2005), utilizando los mismos marcadores en 14 aislados del hongo obtenidos de murciélagos
naturalmente infectados, capturados en México y con distintos habitos migratorios (Artibeus hirsutus- no migradores y
Leptonycteris nivalis, L. curasoae, Tadarida brasiliensis mexicana- migradores), sugieren la existencia de una nueva
poblacién genética de H. capsulatum.
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A partir de aportaciones sobre nuevos aislados del hongo de murciélagos cavernicolas obtenidas con los cuatro marcadores
referidos en los estudios mencionados y de resultados recientes con el microsatélite (GA), ubicado en el gen HSP60 que
codifica una proteina de choque térmico, se analizaron los cinco marcadores moleculares en una muestra de 22 aislados del
hongo y los resultados resaltan la separacion de un grupo de aislados obtenidos del murciélago migratorio T. brasiliensis
mexicana.

Material y métodos

Muestras

Se utilizaron 110 secuencias de 22 aislados
de H. capsulatum de murciélagos
infectados naturalmente y capturados al
azar en ocho cuevas de seis distintos
estados de México (MX): Guerrero (GR);
Morelos (MS): Oaxaca (OC); Puebla (PL);
Chiapas (CS); y Nuevo Ledn (NL) (Tabla
1). Ademas, se analizaron 10 secuencias de
dos aislados clinicos, EH-53 de Hidalgo
(HG/ MX) y G-217B de Louisiana (LA),
Estados Unidos (US) como grupo
comparativo y externo, respectivamente.
Las secuencias analizadas proceden del
Banco de Secuencias de Histoplasma
capsulatum del Laboratorio de
Inmunologia de Hongos del Departamento
de Microbiologia y Parasitologia, de la
Facultad de Medicina, UNAM
(http://www.histoplas-mex.unam.mx).

Tabla 1. Aislados de H. capsulatum estudiados
Procedentes de murciélagos naturalmente infectados

No. Aislado Especie Muestra Origen*
EH-315 Mormoops megalophylla  Juxtlahuaca, Coapala, Olinala GR/MX
EH-372 Artibeus hirsutus El Salitre, Santa Rosa, Tlaltizapan MS/MX
EH-373 Artibeus hirsutus El Salitre, Santa Rosa, Tlaltizapan MS/MX
EH-374 Artibeus hirsutus El Salitre, Santa Rosa, Tlaltizapan MS/MX
EH-375 Artibeus hirsutus El Salitre, Santa Rosa, Tlaltizapan MS/MX
EH-376 Artibeus hirsutus El Salitre, Santa Rosa, Tlaltizapan MS/MX
EH-377 Artibeus hirsutus El Salitre, Santa Rosa, Tlaltizapan MS/MX
EH-378 Artibeus hirsutus El Salitre, Santa Rosa, Tlaltizapan MS/MX
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EH-383I
EH-383P
EH-3841
EH-384P
EH-391
EH-393
EH-394B
EH-408H
EH-408P
EH-655P
EH-658H
EH-658P
EH-670B
EH-672B

EH-53
G-217B

Leptonycteris nivalis
Leptonycteris nivalis
Tadarida brasiliensis
Tadarida brasiliensis
Leptonycteris nivalis

Del Diablo, Santo Domingo Ocotitlan , Tepoztlan MS/MX

Del Diablo, Santo Domingo Ocotitlan , Tepoztlan MS/MX
Chica, Rio Seco OC/MX
Chica, Rio Seco OC/MX

Del Diablo, Santo Domingo Ocotitlan , Tepoztlan MS/MX

Leptonycteris curasoae La Claraboya, Cuicotlan OC/MX
Leptonycteris curasoae La Claraboya, Cuicotlan OC/MX
Leptonycteris nivalis Zinacanostoc PL/MX
Leptonycteris nivalis Zinacanostoc PL/MX
Tadarida brasiliensis De la Trinitaria, Trinitaria CS/MX
Tadarida brasiliensis De la Trinitaria, Trinitaria CS/MX
Tadarida brasiliensis De la Trinitaria, Trinitaria CS/MX
Tadarida brasiliensis De la Trinitaria, Trinitaria CS/MX
Tadarida brasiliensis La Boca, Santiaguito NL/MX
Procedentes de casos clinicos humanos

Homo sapiens Caso clinico HG/MX
Homo sapiens Caso clinico LA/US

Analisis Filogenético

Las secuencias de cada marcador para los aislados de
H. capsulatum fueron alineadas con Clustal W, dentro
del programa “Molecular Evolutionary Genetics
Analysis” (MEGA) ver 4.0 (Tamura et al. 2007). Los
andlisis filogenéticos de las secuencias se realizaron a
partir de los fragmentos mas pequefios aceptados por el
programa, segun el marcador molecular (arf: 466 nt; H-
anti: 417 nt; olel: 415 nt; tubl: 289 nt; (GA),: 232 nt).
los aislados flungicos se
establecieron por la distancia genética generada a
algoritmo  "Neighbor-Joining”  (NJ)
utilizando el parametro-2 de Kimura (Saitou & Nei
1987), y por el método de Maxima Parsimonia (MP)
(Eck & Dayoff 1996). Se generaron los arboles con
1000 réplicas y se consideraron sélo los bootstrap (BT)
> 50%. Se utiliz6 como grupo externo para cada
analisis, las secuencias de la cepa G-217B de US
(GenBank-Numero de acceso L11390). Estos se
realizaron de forma independiente para cada marcador
y de forma concatenada para lo cinco marcadores

Las relaciones entre

través

(1819 nucledtidos/aislado).

Resultados y Discusién

El analisis independiente de cada marcador molecular permitié identificar que todos
los aislados de H. capsulatum obtenidos de murciélagos de la especie T. brasiliensis
mexicana forman un grupo homogéneo junto con un aislado de M. megalophylla (EH-
315), al utilizar los marcadores arf, H-anti y el microsatélite (GA), respaldado por los
valores de BT de 94 en NJy 70 en MP, 50 en NJy 65 en MP, 82 en NJy 62 en MP,
respectivamente. Los arboles generados de los marcadores olel y tubl separan
algunos aislados de T. brasiliensis mexicana agrupandolos con los de murciélagos
residentes. De los marcadores independientes, el (GA), fue el que mejor definié este
grupo (datos no mostrados). Indiscutiblemente, el analisis mas robusto con 1819
nt/aislado de los cinco marcadores concatenados realizado tanto por NJ como MP
definié dos grandes grupos de aislados de H. capsulatum, en relacion con el grupo
externo. El primero que agrupa todos los aislados de T. brasiliensis mexicana junto
con el aislado de M. megalophylla y el segundo formado por todos los aislados de los



deméas murciélagos no migradores (A. hirsutus) y los migradores (L. curasoae y L. nivalis), ademés del aislado clinico EH-
53 de HG (Figura 1). Estos datos confirman que los aislados fungicos obtenidos de T. brasiliensis mexicana presentan
diferencias genéticas con respecto a los demas aislados de murciélagos.
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Figura 1: Arboles de Neighbor-Joining y de Méxima Parsimonia. Se utiliz el programa MEGA 4. Se analizaron las

secuencias para los cinco marcadores arf, H-anti, olel, tubl y GA(n) en forma concatenada. El arbol fue arbitrariamente
enraizado usando el aislado clinico G-217B de US, como grupo externo.

Conclusiones

En concordancia con lo descrito previamente por Taylor et al.
(2005), en este nuevo analisis las secuencias derivadas de los
aislados de H. capsulatum del murciélago migratorio T.
brasiliensis mexicana volvieron a separarse de las demas y, como
nuevo dato, se asociaron a un linaje independiente (EH-315)
descrito por Kasuga et al. (2003). Este hallazgo sugiere que el
grupo representado por los aislados del murciélago T. brasiliensis
mexicana constituye un nuevo clado originario de Latinoamérica,
lo que contribuye al conocimiento de la diversidad genética del
hongo. Posiblemente, la especie T. brasiliensis mexicana ha
compartido el nicho ecoldgico del hongo en un lapso importante
del tiempo evolutivo, modulando los pardmetros ambientales de
su hébitat y favoreciendo cambios que permitieron una mejor
adaptacion y sobrevida del patégeno fungico.
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