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Resumen de la tesis que presenta Jessica Paulette Segovia Mota como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Analisis de la distribucion actual de Coccidioides spp. en muestras de suelo de Baja California,

Meéxico
Resumen aprobado por:
Dra. Meritxell Riquelme Pérez Dr. Bernardino Ricardo Eaton Gonzalez
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La coccidioidomicosis, es una enfermedad infecciosa reemergente en el continente americano,
causada por dos especies de hongos ascomicetos del género Coccidioides. El agente causal de esta
enfermedad se ha identificado en regiones daridas y semidridas, principalmente en el suroeste de
Estados Unidos, América Central y América del Sur, asi como en diversas partes del norte de México,
como Baja California. A pesar de los altos indices de incidencia de esta enfermedad, se han obtenido
pocos puntos positivos de muestras ambientales probablemente por la distribucién no uniforme de
Coccidioides spp. en suelos, la presencia de inhibidores, la baja cantidad de ADN ambiental y a que los
métodos actuales para la deteccion requieren de técnicas de secuenciacién y de tiempo prolongado.
En este trabajo, se propuso el uso de dos técnicas de deteccion: la PCR anidada y la técnica Droplet
Digital PCR (ddPCR). Se tomaron muestras de suelo de madrigueras activas tanto en sitios muestreados
anteriormente donde ya se habia demostrado la presencia de Coccidioides spp., como en sitios no
muestreados previamente. Se obtuvieron 20 muestras de Valle de las Palmas, 26 de San José de la
Zorra, 18 muestras de Rancho Carrizo y 12 muestras de Rancho Golondrinas. Se extrajo ADN ambiental,
y se realizé una PCR anidada usando oligonucledtidos dirigidos a amplificar la region ITS1 para detectar
la presencia de Coccidioides. Se determinaron parametros fisicoquimicos tales como materia organica,
humedad, granulometria, conductividad eléctrica y pH, para evaluar si existe una correlacién entre
estas variables y la presencia o ausencia del hongo. Finalmente, se desarrollaron mapas de prevalencia
con el fin de conocer de manera general la distribucidn actual de sitios con identificacidn positiva del
hongo. Se obtuvo una mayor cantidad de muestras positivas con la técnica de ddPCR que con la PCR
anidada, lo que sugiere que la primera es una técnica mucho mas sensible y eficaz. De todos los
pardmetros ambientales evaluados, el pH fue el que obtuvo mayor correlacién con la muestra. Sin
embargo, es necesario seguir realizando estudios que incluya variables ambientales, asi como de suelo
para obtener un mejor conocimiento del nicho ecoldgico de Coccidioides spp.

Palabras clave: Coccidioides spp., PCR, ddPCR, muestras de suelo



Abstract of the thesis presented by Jessica Paulette Segovia Mota as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life Sciences.

Analysis of the current distribution of Coccidioides spp. in soil samples from Baja California, Mexico

Abstract approved by:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez Dr. Bernardino Ricardo Eaton Gonzalez
Thesis codirector Thesis codirector

Coccidioidomycosis, also known as Valley Fever, is a reemerging infectious disease in the American
continent, caused by two species of ascomycetes fungi of the genus Coccidioides. The causal agent of
this disease has been identified in arid and semiarid regions, including the southwestern United States,
Central America and South America, as well as in diverse parts of northern Mexico, like Baja California.
Despite the high incidence rates of this disease, few positive points have been identified from
environmental samples. This may be due to the non-uniform distribution of Coccidioides spp. in sails,
the presence of inhibitors, the low amount of environmental DNA, and the fact that current methods
for detection, mainly through DNA analysis, require sequencing techniques and long time. In this studly,
the use of two detection techniques was proposed: nested PCR and Droplet Digital PCR (ddPCR). Soil
samples were taken from active burrows at previously sampled sites (Valle de las Palmas and San José
de la Zorra), where the presence of Coccidioides spp. had already been demonstrated, as well as from
previously unsampled sites. In total, 20 samples were obtained from Valle de las Palmas, 26 from San
José de la Zorra, 18 samples from Rancho Carrizo, and 12 samples from Rancho Golondrinas.
Physicochemical parameters such as organic matter, humidity, granulometry, electrical conductivity,
and pH were determined to evaluate whether there is a correlation between these variables and the
presence or absence of the fungus. Finally, environmental prevalence maps were developed based on
the results of previous sampling sites and those obtained in this work, to generally know the current
distribution of sites with positive identification of the fungus. More positive samples were obtained
with the ddPCR technique than with nested PCR, suggesting that the first approach is a much more
sensitive and effective technique. Of all the environmental parameters evaluated, pH was the one that
presented the highest correlation with the sample. However, it is necessary to carry out additional
studies including environmental and soil variables to obtain a better knowledge of the ecological niche
of Coccidioides spp.

Keywords: Coccidioides spp., PCR, ddPCR, soil samples
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Capitulo 1. Introduccidn

La coccidioidomicosis, mejor conocida como Fiebre del Valle, es una enfermedad infecciosa reemergente
en el continente americano (Kirkland & Fierer, 1996), la cual es causada por dos especies de hongos
ascomicetos del género Coccidioides (Nguyen et al., 2013). Esta enfermedad, afecta principalmente a
mamiferos, incluyendo a humanos, e incluso a reptiles y es considerada como una enfermedad endémica
debido a que se presenta en regiones aridas y semidridas (Baptista-Rosas et al., 2007; Baptista-Rosas et
al., 2011). Para ser considerada una region endémica para coccidioidomicosis, la region debe registrar a)
una prevalencia de la infeccidn superior al 5 %, b) el agente causal ha de poderse aislar del ambiente y c)
han de existir reportes de casos clinicos producidos por la micosis (Laniado-Laborin et al.,, 1991). Se
conocen dos especies, Coccidioides immitis y C. posadasii (Nguyen et al., 2013). Cimmitis se ha encontrado
principalmente en California, en Estados Unidos y C. posadasii en el sur de Arizona, Nuevo México, Texas,
América Central, y América del Sur (Fisher et al., 2002; Nguyen et al., 2013 Luna-Isaac et al., 2014), asi
como en distintos estados de México tales como Sonora, Nuevo Ledn, Coahuila, y Baja California, siendo
considerada en actualidad como una de las micosis mas importantes en Norteamérica (Baptista-Rosas y

Riquelme, 2007; Baptista-Rosas et al., 2011: Barker et al., 2012).

Las regiones aridas y semiaridas en donde principalmente se distribuye este hongo, constituyen en la
actualidad un tercio de la superficie total del planeta (Malagnoux et al., 2007). Para el caso de México, la
Comisién Nacional de Zonas Aridas estima que las regiones &ridas y semidridas constituyen el 41 % de la
superficie del territorio (Medrano, 2012). El incremento en la prevalencia en estas regiones se debe a los
cambios por diversas actividades antropogénicas, incluyendo el cambio de uso de suelo y a su vez, al

aumento de temperaturas causado por el cambio climatico (Vargas-Gastélum et al., 2015).

1.1 Antecedentes

1.1.1 Biologia y Ciclo de vida de Coccidioides spp.

En cuanto a la clasificacion taxondmica, Coccidioides pertenece al Phylum Ascomycota, Sub-phylum
Pezizomycotina, Clase Eurotiomycetes, Orden Onygenales, y Familia Onygenaceae. Ambas especies de

Coccidioides son dimérficas, es decir, presentan dos formas de crecimiento: micelial y en forma de
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esférula. Durante la fase saprobia, las hifas forman esporas (artroconidios) que son las encargadas de la
dispersidn por accion del viento. Estas esporas se encuentran de forma latente en condiciones daridas y
pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo en regiones aridas y semidridas. Al ser inhaladas por
el hospedero, se forman las estructuras conocidas como esférulas parasitarias en un hospedero
susceptible. Dichas esférulas contienen las endosporas. Las esférulas alcanzan su madurez de 5 a 10 dias,
y al romperse, las endosporas (de un tamafo de 1 a 3 micrémetros) son liberadas afectando al sistema
inmunitario del hospedero (Figura 1). Las endosporas pueden permanecer en el tejido pulmonar o
diseminarse a distintos sitios del cuerpo como el higado, bazo, ganglios linfaticos, huesos, etc. con
presencia de posible dafio articular, lesiones cutdneas o meningitis (Kolivras y Comrie, 2003; Taylor &

Barker, 2019).
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Figura 1. Ciclo de vida de Coccidioides spp. Crecimiento de Coccidioides en forma de micelio hasta convertirse en
artocronidios, los cuales seran inhalados por un hospedero susceptible. Posteriormente, pasaran al ciclo parasitario
convirtiéndose en esférulas. Las esférulas contienen las endosporas que pueden permanecer en el tejido pulmonar
o diseminarse a distintas partes del cuerpo. Obtenido de Taylor y Barker, 2019.

Los reportes de incidencia de esta enfermedad estiman que para Estados Unidos existen entre 150,000 y
350,000 casos por afio (McCotter et al., 2018). Sin embargo, estas cifras pueden resultar erréneas debido
a que: 1) muchos de estos casos no se reportan ya que la infeccidn puede ser asintomatica, 2) los

diagndsticos son erréneos, o 3) la atencion médica es insuficiente (Mead et al., 2022).
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En México, se desconoce la incidencia de la enfermedad ya que existen pocas investigaciones coordinadas,
ademas del hecho que el reporte de casos de coccidioidomicosis dejé de ser obligatorio a partir de 1995
en el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica. Sin embargo, existen estimaciones que sugieren que
los casos de coccidioidomicosis anualmente ascienden a 1,500 casos de coccidioidomicosis primaria (en el
tejido pulmonar causando sintomas como fiebre, tos y fatiga) y 15 casos de coccidioidomicosis diseminada

(Galgiani et al., 2005; Baptista-Rosas y Riquelme, 2007; Luna-Isaac et al., 2014).

A pesar de la evidencia presentada entre los afios 1988 y 1994 y del incremento de las tasas de incidencia
anuales mayores que otras enfermedades endémicas, como la tripanosomiasis, histoplasmosis y la
leishmaniasis, gran parte del sector salud continda considerando a la coccidioidomicosis como una

enfermedad poco frecuente (Baptista-Rosas y Riquelme, 2007).

Pese a los altos indices de incidencia de esta enfermedad en Estados Unidos, la evidencia ambiental para
Coccidioides spp. permanece poco clara, ya que los aislamientos positivos a partir de muestras ambientales
de regiones endémicas son escasos en comparacion con los aislamientos a partir de muestras clinicas;
esto, por falta de muestreos dirigidos, por el poco conocimiento de su nicho ecoldgico y su papel en la
comunidad microbioldgica del suelo, por la contaminacion debido al crecimiento de distintos hongos
patégenos y bacterias, y a que los aislamientos en muestras de suelo mediante cultivo resultan un método
impredecible y complicado (Georg, et al., 1951; Greene et al., 2000; Baptista-Rosas et al., 2007; Baptista-
Rosas et al., 2011).

Se tiene registro de los primeros estudios realizados para la deteccidn de Coccidioides aislados de muestras
de suelo, asi como de 21 muestras positivas obtenidas de C. immitis en muestras de suelo mediante el
método de inoculacién intraperitoneal en ratones (Stewart & Meyer, 1932; Cairns et al., 2000). Por otro
lado, se pudieron aislar solamente cuatro muestras positivas de 720 obtenidas y analizar mediante

técnicas de cultivo, extraccion de ADN y PCR (Greene et al., 2000).

A causa del incremento en el uso de técnicas moleculares, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
distintas técnicas de secuenciacién han permitido realizar de manera mas efectiva la deteccién de las
especies de Coccidioides, asi como determinar la distribucién potencial del patdgeno en su ambiente

(Baptista-Rosas et al., 2011; Catalan-Dibene et al., 2014; Vargas-Gastélum et al., 2015).



1.1.2 Nicho ecolégico de Coccidioides spp.

Se ha encontrado evidencia de Coccidioides en madrigueras de roedores (Kollath et al., 2020). A su vez se
ha postulado que los roedores proporcionan las condiciones de humedad, de temperatura estable y los
nutrientes necesarios para el desarrollo de Coccidiodes, sin que presenten algun signo o sintoma de la
enfermedad, sino que fungen como hospederos o reservorios fungicos (Emmons & Ashburn, 1942; Nguyen
et al., 2013; Catalan-Dibene et al., 2014). Sin embargo, esta enfermedad puede afectar tanto a humanos

como a algunos otros mamiferos incluyendo perros, gatos y ganado (Kolivras et al., 2001).

Entre los factores que pueden influir en el desarrollo de Coccidioides spp., destacan la temperatura
ambiental, la duracién de la precipitacion, temperatura y humedad del suelo, alcalinidad, el contenido de
materia organicay la competencia con otros microorganismos (Fisher et al., 2007; Weaver y Kolivras, 2018;
Ocampo-Chavira et al.,, 2020). Asimismo, para el crecimiento del hongo, se requiere un periodo de
humedad para su crecimiento en el suelo y posteriormente, un periodo de sequia con viento para su

dispersion aérea (Kolivras y Comrie, 2003).

La literatura menciona que las esporas de Coccidioides spp. pueden sobrevivir a rangos de temperatura
entre los -15°Cy los 37°C por un periodo de seis meses, con rangos distintos de humedad (Friedman et al.,
1956). Asi mismo, Maddy y Coccozza (1964) sefialan la presencia de Coccidioides en areas en donde la
temperatura maxima es alrededor de 25°C, una temperatura minima de 1.7°C y una precipitaciéon anual
de 508 mm. En condiciones de laboratorio, la temperatura dptima de crecimiento va entre los 20°Cy 40°C

(Fisher et al., 2007).

A su vez, se sugiere que Coccidioides spp. al adaptarse a distintos rangos de temperatura, puede sobrevivir

a estos ambientes en comparacion con sus antagonistas (Maddy, 1965).

1.1.3 Regid6n ITS

Las técnicas para la deteccidon de especies de hongos basadas en la biologia molecular, como por ejemplo
la extraccion de ADN seguida de amplificacion por PCR, han adquirido gran relevancia en la actualidad ya
que su aplicacion ha contribuido a la comprension de las comunidades fungicas del suelo en estudios
basados en secuencias de ADN obtenidas de muestras ambientales, lo que ha contribuido a facilitar

estudios ecoldgicos de comunidades del suelo (Anderson y Cairney, 2004).
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El Espaciador Transcrito Interno (Region ITS) del ADN nuclear, es el marcador de cédigo de barras de ADN
utilizado para identificar distintos taxones, asi como de plantillas ambientales y es considerado el
marcador oficial para la identificacién de especies de hongos a nivel de género y muchas veces también
especie (O’Brien et al., 2005). Esta region incluye las regiones ITS1 e ITS2, que se encuentran separadas
por el gen 5.8S y este se encuentra situado entre los genes 18S y 28S, por lo tanto, esta regidn es utilizada
en una PCR anidada para reducir las posibilidades de una amplificacién no especifica para las especies
deseadas. Ademas, es un método utilizado para secuenciacién cuando la cantidad de ADN es baja como

en el caso de sustratos ambientales (Bellemain et al., 2010; Baptista-Rosas et al., 2011).

1.1.4 Droplet Digital PCR (ddPCR)

La Droplet Digital PCR (ddPCR) es un nuevo método que se basa en la preparacion de gotas a partir de una
emulsion de agua con aceite, en donde cada muestra se fracciona en aproximadamente 20 mil gotas y en
cada una de ellas ocurre la amplificacién por PCR (Droplet Digital PCR, ddPCR, Technology, 2024.). Las
gotas pueden contener una copia de la secuencia que se desea amplificar y esta nueva tecnologia aumenta

la posibilidad de detecta dicha secuencia (Hindson et al., 2011).

El proceso de trabajo de una ddPCR es similar al de una PCR convencional, en el que se inicia combinando
las muestras de ADN, una mezcla de reaccidon que contiene la enzima Taq Polimerasa, dNTPs y un
intercalador de DNA fluorescente (Qx200 ddPCR EvaGreen Supermix) y los oligonucledtidos. Luego, las
muestras son colocadas en el sistema donde se lleva a cabo el fraccionamiento de las gotas con un volumen
uniforme (BioRad QX200). Se producirdn aproximadamente 20,000 gotas por muestra y estas seran
sometidas a la amplificacion por PCR. Posterior a la amplificacion, las gotas de cada muestra se analizan
mediante el conteo de las PCR positivas y negativas. Las gotas con amplificacién positiva presentaran
fluorescencia, lo que las distinguira de las gotas que resultaron negativas. Finalmente, la fraccion de gotas
positivas y negativas se ajustara a una distribucién de Poisson para determinar el nimero absoluto de

copias de la molécula de ADN obijetivo (Biorad, 2018).

Por mencionar algunos estudios utilizando esta técnica, Poh y colaboradores en 2020, evaluaron la técnica
de ddPCR contra la gPCR estandar para la cuantificacidn de distintas especies de Aspergillus en las vias
respiratorias humanas. De 16 muestras, la qPCR obtuvo 13 positivas (81.3 %) en comparacién con la ddPCR
con 15 muestras positivas (93.8 %). La técnica de ddPCR fue superior en la deteccion de A. terreus presente

en bajas concentraciones.
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En otro estudio, se compard la PCR, PCR en tiempo real y la ddPCR para la medicidn cualitativa y
cuantitativa de teliosporas de Tilletia controversa en muestras de suelo, donde demostraron que la ddPCR
obtuvo la deteccidn mas sensible en muestras de suelo con 2.1 copias/pL en comparacién con la PCR en
tiempo real con 7.97 copias/uL lo que representa ser 100 veces mas sensible que una PCR convencional

(Liu et al., 2020).

Wang y colaboradores en 2023, realizaron una comparacion de la ddPCR con gPCR para detectar y
cuantificar Verticillium nonalfalfae y V. albo-atrum. Sus resultados demostraron que la ddPCR obtuvo un
mejor rendimiento en la cuantificacién de tejidos de campo a comparacién de la gPCR (0.94 y 0.90 para
raices y tallos de alfalfa), por lo que demuestra que la ddPCR es una herramienta valiosa y mas sensible en

comparacién con otras técnicas.

1.1.5 Estudios relacionados

En investigaciones previas, se han realizado diversos esfuerzos para aislar el hongo Coccidioides spp. a
partir del suelo, obteniendo porcentajes bajos de muestras positivas. Entre estas aproximaciones, se
incluyo la inoculacién en animales de laboratorio con suspensiones del hongo provenientes directamente

del suelo (Barker et al., 2012; Greene et al., 2000).

La deteccion de ADN de Coccidioides en muestras de suelo, sin llevar a cabo aislamiento del hongo,
también resulté en porcentajes positivos bajos (Baptista-Rosas et al., 2011). Se analizaron por PCR anidada
seguida de una PCR diagnéstica para amplificar la region ITS2 de Coccidioides 90 muestras de suelo en
madrigueras activas de dos regiones semidridas de Baja California, México: Valle de las Palmas (VDP) y la
comunidad de San José de la Zorra (SJZ). Como referencia, también se analizaron suelos de Ensenada. Se
obtuvieron 50 amplicones positivos de 170 pb. De estos, 43 provenian de VDP, 5 de SIZ y 2 de Ensenada.
De los amplicones purificados y secuenciados, solo 32 (35.5 %) resultaron positivos para Coccidioides spp.
Hubo fallos en seis reacciones de secuenciacion y 12 amplicones (13.33 %) resultaron ser falsos positivos,
al identificarse como otras especies. Esta falta de especificidad se atribuye a que las regiones ITS2
correspondientes a los oligonucledtidos usados estan altamente conservadas entre diferentes especies de

hongos (Catalan-Dibene et al., 2014; Vargas-Gastélum et al., 2015).

Estudios posteriores evaluaron mediante ELISA sueros de roedores capturados en la region de VDP que

habia sido anteriormente identificada como positiva mediante PCR anidada (Catalan-Dibene et al., 2014).
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Se detectaron anticuerpos contra Coccidioides en dos especies de roedores: Peromyscus maniculatus y
Neotoma lepida. Asimismo, 24 muestras de suelo se analizaron por PCR anidada, de las cuales 10

resultaron positivas para el hongo, representando un 41 %.

Posteriormente, Vargas-Gastélum vy colaboradores en 2015, evaluaron la diversidad fungica en
madrigueras de roedores y suelos superficiales en invierno y verano, utilizando pirosecuenciacién y PCR
anidada. Aunque no se detectaron resultados positivos mediante pirosecuenciacion, 11 de 40 muestras
(27.5 %) fueron positivas para Coccidioides spp. De estas, 9 provenian de madrigueras y 2 de suelos

desnudos.

En 2021, Chow y colaboradores investigaron factores asociados a la presencia de Coccidioides mediante
gPCR y andlisis quimicos del suelo en el estado de Washington. Analizaron 278 muestras, de las cuales 70
(25 %) resultaron positivas. Ademas, identificaron una correlacién entre la presencia del hongo y
pardmetros quimicos como altas concentraciones de boro, calcio, magnesio, sodio y silicio, aunque no se

encontrd asociacion con el pH del suelo.

Kollath y su equipo, en 2019, recolectaron 456 muestras de suelos en Arizona, tanto dentro como fuera
de madrigueras. Los analisis con gPCR indicaron que 105 muestras (23 %) eran positivas para Coccidioides
spp., de las cuales un 9.47 % provenian de suelos dentro de madrigueras, evidenciando una relacién entre

estas y la presencia del hongo.

En 2020, Ocampo-Chavira y colaboradores desarrollaron modelos de distribucidn potencial de
Coccidioides spp. bajo condiciones climdticas actuales y futuras. Estos modelos consideraron variables
bioclimaticas como temperatura media anual, isotermalidad y precipitacién. Proyectaron un incremento
del habitat adecuado para el hongo hacia el afio 2070, abarcando desde el sur de Los Angeles hasta el sur

de Ensenada y Tijuana, en Baja California.

Finalmente, Mead et al., en 2022, recolectaron 171 muestras de suelos en madrigueras y areas con
actividad de roedores en el norte de Arizona entre 2018 y 2020. Utilizando dos ensayos de gPCR (CocciDxQ
y CocciENV), detectaron que 39 muestras (22 %) eran positivas para al menos uno de los ensayos. Sin

embargo, solo 6 muestras (3.5 %) fueron positivas en ambos.

Estos estudios resaltan la complejidad de detectar y aislar Coccidioides spp. en el ambiente, asi como la

influencia de factores bioclimaticos y quimicos en su distribucidn.



1.2 Justificacion

Debido al aumento en el nUmero de casos de coccidioidomicosis, a la escasa informacion sobre registros
de la enfermedad, a las pocas detecciones positivas en muestras ambientales debidas a la distribucién no
uniforme de Coccidioides spp., a la presencia de inhibidores en suelos, a la poca cantidad de ADN de
Coccidioides spp. en las muestras en relacidon con otras especies fungicas y a que los métodos utilizados en
la actualidad requieren de técnicas de secuenciacién y de mayor tiempo, el presente proyecto pretende
utilizar la técnica ddPCR como método de deteccion de Coccidioides spp., por ser una técnica mas sensible

para su deteccidn a partir de una pequefia muestra de suelo.

Adicionalmente, se pretende obtener registros de la presencia de este patégeno en Baja California para la

creacion de mapas de prevalencia ambiental que muestren la distribucién actual del hongo.

1.3 Hipétesis
La técnica ddPCR serd una herramienta util, mds sensible y eficaz que otras técnicas para el diagndstico de

la presencia de Coccidioides spp. en muestras de suelo, y podra fungir como método de diagndstico futuro

para la identificacion de posibles sitios positivos.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Analizar la distribucién actual de Coccidioides spp. en muestras de suelo de Baja California, México,

utilizando la técnica de ddPCR para su deteccién.

1.4.2 Objetivos especificos

e Evaluar la técnica ddPCR para la deteccidn de Coccidioides spp.



Comparar sensibilidad y eficacia de la ddPCR contra la PCR anidada para deteccién de

Coccidioides spp.

Obtener mapas de prevalencia ambiental actuales con la distribucién de Coccidioides spp. en,

Baja California.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sitios de muestreo

Se seleccionaron cuatro sitios de muestreo, dos de ellos VDP y SJZ con identificacién positiva previa a la
presencia de Coccidioides (Cairns et al., 2000: Baptista-Rosas et al., 2011). El sitio 1, localizado en VDP, en
el municipio de Tecate, Baja California, se encuentra a 280 metros sobre el nivel del mar, presenta una
temperatura anual con una minima de 4°Cy una maxima de 35.2°C, veranos secos, evapotranspiracion del
suelo y una precipitacién anual de 209 mm que ayudan al crecimiento, desarrollo y propagacion del hongo

(Baptista-Rosas et al., 2011; Romero-Olivares et al., 2013).

Leyenda
# Rancho El Carrizo

nta

T = et
1, Valle de las)Palmas &

Valle de‘lasiP:

Figura 2. Ubicacién de los sitios de muestreo en Baja California, México (Valle de las Palmas, Rancho las Golondrinas,
Rancho el Carrizo y comunidad San José de la Zorra).

El sitio 2, correspondiente al Rancho el Carrizo (RC) y Palapas Carrizo; el sitio 3, correspondiente al Rancho
las Golondrinas (RG) y por ultimo el sitio 4 en SJZ ubicado al norte del municipio de Ensenada (Figura 2),
presenta clima templado y vegetacion de chaparral, pastizal y bosques de encino (Banda-Castro et al.,

2018).
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Se tomaron un total de 76 muestras: 20 para VDP, 18 para RC, 12 para RG y 26 para SJZ.

2.2 Toma de muestras

Para la toma de las muestras de cada punto, se seleccionaron madrigueras activas, es decir, libres de
telarafias o pastizal que obstruyeran la entrada y con evidencia de suelo no compactado en la entrada, lo
qgue indicaba uso reciente. Se tomaron alrededor de 40 g de suelo y se colocaron en frascos plasticos
estériles. Las muestras se tomaron del interior de la madriguera, a una distancia aproximada de 10 a 15
centimetros de la entrada. Previo al siguiente punto, la cuchara utilizada se lavd con cloro para evitar
contaminacidn entre cada sitio. Como medida preventiva, se utilizaron guantes estériles para el manejo

de las muestras, asi como cubrebocas al momento de realizar la toma.

Para cada sitio, se utilizé un formato de captura de datos que contiene toda la informacidn relacionada
con el sitio de muestreo, incluyendo las coordenadas geograficas, temperatura, velocidad del viento, el
tipo de vegetacion predominante (matorral, chaparral, bosque, pastizal, sin vegetacién-suelo desnudo-
ripario), informacion sobre el sitio de la muestra (madriguera asociada a una roca, asociada a una planta,
sin cobertura o asociacidn y si no se obtiene de una madriguera), textura del suelo a partir de la
observacién (gruesa, media, fina), compactacion del suelo (compacto, no compactado), condicién de
humedad observable (seco, himedo, mixto), asi como imagenes panoramicas del sitio, de la condicién del
sitio de la muestra y una fotografia de la muestra antes de su almacenaje. Al finalizar cada punto, las
muestras se colocaron en una hielera para su transporte y se almacenaron a temperatura ambiente hasta

su posterior andlisis.

2.3 Extraccion de ADN de las muestras tomadas del suelo

Para la extraccidon y precipitacion de ADN de las muestras de suelo, se utilizé el DNeasy PowerSoil ProKit
de QIAGEN, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante y utilizando 250 mg de la muestra de
suelo. Como paso adicional para la extraccidn, cada muestra se coloco en el vértex durante 3-4 segundos
y posteriormente, en el termobloque a 70°C por 5 minutos realizando este paso por duplicado.
Posteriormente, se midié la concentracién del ADN extraido y la pureza de éste mediante la relacién

A260/280, en el espectrofotémetro Nanodrop LITE de Thermo Scientific con 1 uL de muestra. Finalmente,
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se determind el estado del ADN gendémico mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. Todas las

muestras de ADN se ajustaron a una concentracién de 10 ng/pL.

2.4 Diagnostico de Coccidioides spp. por PCR anidada

Una vez realizada la extraccion de ADN de las muestras de suelo, se llevd a cabo una primera reaccion de
PCR para amplificar la regidn ITS1-5.8s-ITS2 (aproximadamente 900 pb), usando los oligonucledtidos NS1
y NLB4 (Martin & Rygiewicz 2005: Baptista-Rosas et al., 2011).

Para la reaccion, se utilizaron 4.0 pL de GoTaq Buffer (5x), 1.6 uL de MgCl, (25 mM), 0.4 puL de dNTPs (10
puM), 1 pL del oligonucledtido sentido (10 uM) y 1 uL del oligonucledtido antisentido (10 uM), 0.25 uL de
polimerasa GoTaq (5u/uL) y 1 uL de ADN como templado (10 ng/uL). La primera PCR consiste en un ciclo
inicial de desnaturalizacién a 95°C por 2 minutos, posteriormente 35 ciclos de desnaturalizacidn a 95°C por
30 segundos, alineamiento a 62°C por 40 segundos, elongacién a 72°C por 1 minuto y para terminar, un
ciclo final de elongacién a 72°C por 5 minutos (Vargas-Gastélum et al., 2015). Finalmente, los productos

de la PCR se confirmaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 %.

Para la segunda amplificacion, se realizé una dilucion 1:10 del producto obtenido de la primera
amplificacion. Esta segunda reaccion estd disefiada para amplificar la region ITS1 (aproximadamente 120
pb) especifica para Coccidioides spp. con los oligonucleétidos ITS1CF e ITS1CR (Vargas-Gastelum et al.,
2015). Al igual que para la primera reaccién de PCR, se utilizaron 4.0 uL de GoTaq Buffer (5x), 1.6 uL de
MgCl, (25 mM), 0.4 pL de dNTPs (10 uM), 1 pL del oligonucledtido sentido (10 uM) y 1 pL del
oligonucledtido antisentido (10 pM) especificos para esta PCR, 0.25 uL de polimerasa GoTaq (5u/ uL) y 1

pL de ADN proveniente de la dilucién del amplicén purificado de la primera amplificacion como templado.

El protocolo consiste en un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95°C por 2 minutos, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 70°C por 40 segundos, elongacion a 72°C por 1
minuto y, para terminar, un ciclo final de elongacidn a 72°C por 5 minutos (Tabla 1). Los productos de la
PCR se comprobaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Las bandas de ADN se
purificaron mediante Qiaquick Gel Extraction Kit para posteriormente ser enviadas a secuenciacion (Eton
Bioscience Inc. San Diego, CA). Los resultados de la secuenciacion se editaron manualmente utilizando el

software Mega (Molecular Evolutionary Genetics Analysis).
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para las reacciones de PCR anidada.

Reaccion de PCR Oligonucleétidos

Primera amplificacion PCR Sentido NSI1: 5’- GATTGAATGGCTTAGTGAGG - 3’

Antisentido NLB4: 5’- GGATTCTCACCCTCTATGAC - 3’

Segunda amplificacion PCR Sentido ITS1CF: 5'- GTGGCGTCCGGCTGCGCACCTCCCCCGCGG -3’

Antisentido ITS1CR: 5’- GCGCAAGGCGGGCGATCCCCGGCAGCC -3’

Como control positivo, se utilizd ADN de C. posadasii brindado por la Dra. Bridget Barker del Instituto de
Patégenos y Microbiomas, de la Universidad del Norte de Arizona, en Estados Unidos y como control

negativo, agua grado HPLC sin ADN como templado.

Para corroborar que los oligonucleétidos utilizados fueran especificos para Coccidioides spp., se corrié una
prueba adicional con ADN del hongo Aspergillus fischeri proporcionado por el Dr. Domingo Martinez Soto
del Departamento de Microbiologia del Centro de Investigacién Cientifica y de Educacién Superior de

Ensenada, Baja California y agua grado HPLC como controles negativos.

2.5 Diagnostico de Coccidioides spp. por ddPCR

Para la deteccion de Coccidioides spp., se utilizd QX200 Droplet Digital PCR (ddPCR-Bio-Rad). Para ello, se
optimizo la temperatura de alineamiento, la concentracion de los oligonucleétidos y se utilizé 1 uL del ADN
de las muestras (10 ng/uL). Los oligonucledtidos para la ddPCR fueron los utilizados para la segunda PCR
anidada, con los siguientes cambios en su extremo 5’, segln la recomendacion del fabricante (Biorad,
2018); que la primera base no inicie con G, que tengan un mayor contenido de Gy C (entre un 50 y 60 %),

gue en su extremo 3’ terminen con G y/o Cy corroborar que no formen dimeros (Tabla 2).

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la reaccién ddPCR.

Reaccién de PCR Oligonucleétidos

Sentido ITS1CF (EVA): 5’-AAGTGGCGTCCGGCTGCGCACCTCCCCCGCGG- 3’

Antisentido ITS1CR (EVA) 5 -ACGCCGCGCAAGGCGGGCGATCCCCGGC- 3’
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Previo a la deteccion de las muestras de Coccidioides por ddPCR, se procedid a realizar una prueba de PCR
anidada iniciando el primer ciclo de amplificacién con los oligos NS1 y NLB4, seguido del segundo ciclo de
amplificacion con los oligonucleétidos modificados de la PCR anidada para corroborar que dichos

oligonucledtidos fueran viables.

Para la mezcla de reaccidn, se utilizé 10.5 pL de Supermix QX200 ddPCR Evagreen (2x), el cual contiene
todos los componentes que se necesitan para la reaccién, a excepcidon de los oligonucleétidos y el
templado; 0.126 uL (60 nM) de cada oligonucledtido, 9.248 pL de agua grado Milli-Qy 1 uL (10 ng) de ADN

como templado, dando un total de 21 L por reaccion.

Una vez hecha la mezcla, se cargaron los 20 puL de la mezcla en un cartucho generador de gotas (DG8).
Posteriormente, se agregaron 70 UL de aceite generador de gotas en cada pocillo de la fila marcada como
“0il” y se colocd el sello naranja sobre el soporte para llevarlo al generador de gotas (QX200 Droplet
Generator). Ya completado este proceso, se tomaron 40 plL y con cuidado, se tomaron las gotas de los
pozos de la parte superior del cartucho y se colocaron en la pared de la placa de PCR de 96 pocillos. Se
colocé el sello de aluminio en la placa y se colocé en el sellador de placas (PX1 Plate Sealer) con el protocolo
para ddPCR (180°C durante 5 segundos). Por ultimo, se colocd la placa sellada en el termociclador y se

llevd a cabo la amplificacién.

El protocolo de amplificacidn consistio en un ciclo inicial de activacién de la enzima a 95°C por 10 minutos,
40 ciclos de: desnaturalizaciéon a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 70°C por 60 segundos;
estabilizacion a 4°C por 5 minutos, inactivacidn a 90°C por 5 minutos. Finalmente, la placa de 96 pocillos
se transfirid al lector de gotas (QX200 Droplet Reader) donde se realizaron los analisis correspondientes
para la deteccién de las gotas positivas y negativas con el Software QuantaSoft (Figura 3). La fraccion de

gotas positivas en la muestra determina la concentracion de la muestra en copias/pL.

Para el andlisis de los resultados obtenidos, se utilizé el Software QuantaSoft Analysis Pro (AP) el cual
analiza los documentos generados por el Software QuantaSoft. El umbral para separar los grupos de gotas
positivas y negativas se estableci6 manualmente tomando en cuenta los resultados de los controles

negativos.

Se utilizaron 5 controles negativos: 3 NTC (agua grado HPLC) y 2 de ADN de A. fischeri (28.8 ng/uL) y como
control positivo, ADN de C. posadasii (4.8 ng/ulL).



15

20 uL
=¥\ e O
-Supermix QX200 =
-ddPCR Evagreen 70 pL de aceite Generador de gotas 40 ut e’;g‘ﬁg: de 96
-Oligos —— generador de gotas (QX Droplet " poci
-Templado Generator)

e " RS

”  Lector de gotas - —
Amplificacién (QX Droplet Analisis de
- Reader) ~— resultados

39

Figura 3. Mezcla de reaccion con todos los componentes (20 pL) y aceite generador de gotas (70 uL) cargados en un
cartucho para llevarse al generador. Se toman 40 pL para colocarse en la pared de la placa de PCR de 96 pocillos. Se
lleva a cabo la amplificacidn y posteriormente, se transfiere al lector de gotas donde se analizan los resultados.

2.6 Procesamiento de muestras de suelo

De las muestras que resultaron positivas por la PCR Anidada, se determiné el porcentaje de humedad,
porcentaje de materia orgdnica, granulometria, conductividad y pH, con la finalidad de conocer las

condiciones fisicoquimicas del suelo y su relacién con la presencia de Coccidioides.

2.6.1 Contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad de las 20 muestras de suelo de VDP, se pesaron los crisoles
para obtener un peso constante. Se tomaron entre 10 y 15 gramos de la muestra hiumeda y se colocaron
en los crisoles (PMH, peso muestra hiumeda). Posteriormente, los crisoles se colocaron en una estufa a
una temperatura de 105 °C por un lapso de 24 horas. Terminado este tiempo, las muestras se colocaron

en el desecador de vacio hasta enfriar y se pesé el crisol con la muestra ya seca (PMS, peso muestra seca).

Para obtener el porcentaje de humedad, se realizaron los calculos correspondientes mediante la siguiente

férmula:
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(PMH — PMS)
% Humedad = TX 100
(1)

2.6.2 Contenido de materia organica

Para determinar el contenido de materia organica, se realizé un mismo procedimiento similar al seguido
para determinar el contenido de humedad, excepto que después de tomar el PMS, las muestras se
colocaron en una mufla a una temperatura de 500°C durante 2 horas. Finalizado este tiempo, se tomé el
peso de la muestra calcinada (PMC). El porcentaje de materia organica se determind mediante la siguiente

férmula:

(PMS — PMC)
X100

% Materia organica =
PMS 2)

2.6.3 Textura del suelo

Para determinar el tipo de textura que presentaban los suelos de las muestras, se utilizé el método del
hidrémetro (densimetro) o de Bouyoucos que es congruente con la NOM-021-RECNAT-2000, que
establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacién de suelos. Estudios de muestreo y

analisis.

Se pesaron alrededor de 40 gramos de las muestras de suelo. A cada muestra se le agregaron 100 mL de
hexametafosfato de sodio al 5 %. Las muestras se dejaron reposar durante 24 horas. Posteriormente, las
muestras se colocaron en el vaso agitador, se licuaron por 1 minuto y se vacié el contenido en una probeta

de 1 L. Se agregd agua destilada hasta aforar. La muestra se agité cuidadosamente por 1 minuto (180°C).

Para medir la densidad y temperatura, se colocd el hidrdmetro y el termdmetro y se registrd su lectura a

los 40 segundos (LR40) y a las 2 horas (LR2), sin perturbar la muestra.
Para realizar los calculos, se utilizé la tabla sugerida por la NOM-021-RECNAT-2000.

Finalmente, los porcentajes de limo, arcilla y arena se obtuvieron a partir del volumen de la probeta y de
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acuerdo con el triangulo de las texturas se obtuvo la clasificacion del suelo (Figura 4).
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Figura 4. Tridngulo de las texturas. Se utiliza para determinar el nombre de la textura del suelo. Cada textura
corresponde a valores especificos de arcilla, limo y arena. Obtenido de Soil Science Division Staff. 2017.

2.6.4 Determinacidn del pH del suelo
Para cada muestra, se tomaron entre 10 a 15 gramos de suelo y se afadieron 30 mL de agua destilada. Las

muestras se agitaron por intervalos de 5 minutos durante 30 minutos. La muestra se dejo reposar y se

tomé la medicién directa de pH con el potenciémetro Thermo Scientific ™ Orion ™,

2.6.5 Determinacion de conductividad eléctrica

Se tomaron entre 10 a 15 gramos de muestra de suelo y se afiadié agua destilada (aproximadamente 30
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mL). Las muestras se agitaron durante 5 minutos con una varilla de vidrio y se dejaron reposar durante 30
minutos. Posterior a ello, se volvieron a agitar antes de la lectura. Las muestras se dejaron en reposo
durante 24 horas y finalmente, se midié la conductividad eléctrica de forma directa con el uso del sensor

de conductividad Thermo Scientific ™ Orion ™.

2.6.6 Analisis de Varianza (ANOVA) de una via

Se realizé el ANOVA de dos vias seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey para
determinar si existen diferencias significativas entre las medias de distintos grupos. Para ello, se utilizo el
programa GraphPad Prism versidn 8.0.2 para Windows, GraphPad Software, Boston, Massachusetts, EE.

UU., www.graphpad.com.

2.6.7 Elaboracién de mapas de diagrama de superficie

Para este paso, se utilizd el software Surfer 28.1 (Golden Surfer, LLC) para la creacion y analisis de
diagramas de superficie de acuerdo con cada punto muestreado y para cada pardmetro evaluado donde

se pueden identificar las distancias entre cada punto georeferenciado.

2.6.8 Andlisis de correlacidn

Se realizé un andlisis de correlacidn de Spearman, que corresponde al andlisis no paramétrico para evaluar
la asociacién entre las variables (pH, humedad del suelo, contenido de materia organica, pH, granulometria
y conductividad eléctrica) y la presencia de muestras positivas a Coccidioides en cada uno de los sitios de
estudio. Este enfoque es adecuado para analizar relaciones no lineales y datos que no cumplen con los
supuestos de la correlacion de Pearson como la normalidad o linealidad o cuando las variables se miden

en escalas ordinales (Hauke y Kossowski, 2011).

El andlisis se llevd a cabo utilizando el software R Studio 2024.04.2 (Posite Software, PBC) y permitié
identificar posibles patrones de dependencia entre las variables. Los coeficientes de correlacion de
Spearman varian en un rango de -1 a 1, donde valores positivos (rs > 0) indican una relacién directa entre

las variables (a medida que una aumenta, la otra también), mientras que valores negativos (rs<0) reflejan
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19

una relacidn inversa (a medida que una variable aumenta, la otra disminuye). Un valor cercano a 0 sugiere

una ausencia de asociacion entre las variables analizadas (Rebeki¢ et al., 2015).

Este enfoque permitio la asociacidn entre variables ambientales y la presencia de Coccidioides

En este estudio, se determind que existe una correlacion entre las variables a partir de valores iguales o

mayores de 0.5. Por debajo de este rango, se considerd una correlacidn negativa entre las variables.

2.7 Elaboracion de mapas de prevalencia ambiental

Con los datos obtenidos de la toma de las muestras, se elaboraron mapas de prevalencia ambiental
indicando la distribucidn de todos los sitios muestreados tanto positivos como negativos. Se realizé una
comparativa de las muestras positivas entre la técnica de PCR anidada y la ddPCR, asi como de los sitios

georreferenciados que resultaron positivos para la presencia de Coccidioides spp. en estudios anteriores.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Sitios de muestreo

Para la toma de las muestras, se seleccionaron dos sitios que habian sido previamente identificados como
positivos para la presencia de Coccidioides spp. (Cairns et al., 2000; Baptista-Rosas et al., 2012). Estos sitios
fueron el albergue en construccion abandonado en Rancho Gilbert en VDP (Figura 5) y la localidad de la
Comunidad de San José de la Zorra (Figura 7), con un total de 20 y 26 puntos muestreados,
respectivamente. Para los otros sitios nuevos, la seleccién se basé en su cercania con el sitio de VDP; estos
fueron el Rancho Carrizo, con un total de 18 muestras (Figura 6A) y Rancho las Golondrinas, con 12

muestras (Figura 6B).

-116°40'58" -116°40'47" __-116°40'42" -116°40'36" -116°40'31"

32°24'56"

o
0
I+
N
s

1N
™)

32°24'52"

32°24'36"
32°24'36"

-116°40'58" -116°40'53" T -116°4047" -116°40'42" 116°40'36" -116°40'31"

Figura 5. Puntos de muestreo del sitio 1 en Valle de las Palmas, Baja California.
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Figura 6. Puntos de muestreo de los sitios 2 y 3. A) Rancho el Carrizo, Baja California. B) Rancho las Golondrinas, Baja

California.
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Figura 7. Puntos de muestreo del sitio 4 en la comunidad de San José de la Zorra, Baja California.

3.2 Toma de muestras

Para cada uno de los sitios, se obtuvieron los siguientes parametros: temperatura, velocidad del viento,
tipo de vegetacidn principal, textura del suelo, compactacién del suelo, condicién de humedad observable

y lugar de obtencidn de la muestra (Anexo A-D).
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El promedio de las temperaturas de todos los sitios fue de 25.71°C, y el promedio de la velocidad del viento
de 2.58 m/s. La mayoria de las muestras tomadas estaban asociadas a un tipo de vegetacion principal de

tipo chaparral y fueron tomadas de suelos no compactados.

Las muestras se tomaron de sitios con una condiciéon de humedad seca y en madrigueras sin cobertura o

asociacion.

3.3 Extraccion de ADN ambiental de las muestras tomadas del suelo

Se observd la integridad del ADN extraido de las muestras de cada uno de los sitios (Figura 8-11) y se midié

la concentracién (ng/ulL), asi como la pureza A260/280.

Para el caso de las 20 muestras de VDP, las concentraciones de las muestras fueron variables, siendo la
de mayor concentraciéon la muestra 8 con 63.7 ng/uL y la de menor concentracién la muestra 12 con 8.9

ng/uL (Tabla 3).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa (1 %) tefiido con bromuro de etidio. Resultados del estado del ADN
ambiental de las muestras de Valle de las Palmas. E: Escalera NEB™ (1 kb); muestras 1 a 20.

Tabla 3. Concentracion y pureza del ADN de las muestras de suelo del sitio 1 (Valle de las Palmas).

Muestra Concentracion (ng/uL) Pureza 260/280
VDP1 24.40 1.58
VDP2 16.60 1.66
VDP3 34.20 1.72
VDP4 16.70 1.37

VDP5 10.10 1.55
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VDP6 16.60 1.6
VDP7 23.10 1.67
VDP8 63.70 1.37
VDP9 24.60 1.45
VDP10 21.30 1.38
VDP11 18.30 1.61
VDP12 8.90 1.48
VDP13 14.90 1.47
VDP14 10.90 1.55
VDP15 10.80 1.55
VDP16 16.30 1.65
VDP17 58.90 1.79
VDP18 21.70 1.71
VDP19 35.80 1.71
VDP20 33.80 1.64

Para las 18 muestras de RC, la de mayor concentracién fue la muestra 14, con 129.2 ng/uL y las de menor

concentracién fueron de las muestras 5y 11 con 4.0 ng/uL (Tabla 4).
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa (1 %) tefiido con bromuro de etidio. Resultados del estado del ADN

ambiental de las muestras de Rancho el Carrizo. E: Escalera NEB™ (1 kb); muestras 1 a 18.



Tabla 4. Concentracién y pureza del ADN de las muestras de suelo del sitio 2 (Rancho el Carrizo).

Muestra Concentracion (ng/uL) Pureza 260/280
RC1 17.50 1.82
RC2 6.60 1.66
RC3 10.50 1.65
RC4 20.00 1.53
RC5 4.00 1.64
RC6 9.20 1.92
RC7 10.80 1.87
RC8 12.80 1.90
RC9 26.30 1.83

RC10 6.90 1.81
RC11 4.00 1.75
RC12 17.90 1.70
RC13 11.20 1.57
RC14 129.20 1.67
RC15 43.20 1.62
RC16 8.90 1.71
RC17 6.60 1.70
RC18 37.50 1.75

25

En cuanto a las 12 muestras de RG, la de mayor concentracion fue la muestra 2, con 132.2 ng/uL y la de

menor concentracion fue la muestra 5 con 8.2 ng/ulL (Tabla 5).
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (1 %) tefiido con bromuro de etidio. Resultados del estado del ADN
ambiental de las muestras de Rancho las Golondrinas. E: Escalera NEB™ (1 kb); muestras 1 a 12.
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Tabla 5. Concentracidn y pureza del ADN de las muestras de suelo del sitio 3 (Rancho las Golondrinas).

Muestra Concentracion (ng/uL) Pureza 260/280
RG1 13.20 1.82
RG2 132.20 1.64
RG3 29.00 1.71
RG4 27.60 1.89
RG5 8.20 1.75
RG6 56.70 1.75
RG7 75.90 1.78
RG8 41.90 1.86
RG9 46.70 1.81

RG10 21.30 1.70
RG11 31.40 1.77
RG12 49.70 1.81

Para las muestras de SJZ, la de mayor concentracién fue la muestra 15, con 104.4 ng/plL y la de menor

concentracién fue la muestra 10 con 1.2 ng/ulL (Tabla 6).
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa (1 %) tefiido con bromuro de etidio. Resultados del estado del ADN
ambiental de las muestras de la comunidad de San José de la Zorra. E: Escalera NEB™ (1 kb); muestras 1 a 26.
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Tabla 6. Concentracidn y pureza del ADN de las muestras de suelo del sitio 4 (Comunidad de San José de la Zorra).

Muestra Concentracion (ng/ul) Pureza 260/280
SJz1 40.80 141
SJz2 33.10 1.67
SJz3 38.60 1.68
Siz4 35.90 1.59
SJz5 30.50 1.58
SJz6 9.00 1.76
SJz7 30.60 1.67
SJz8 34.00 1.67
SJz29 14.40 1.84
SJZ10 1.20 1.63
SJZ11 11.80 1.82
SJz12 2.20 1.78
SJz13 17.10 1.71
SJz14 57.80 1.84
SJzZ15 104.40 1.78
SJz16 41.10 1.77
SJz17 90.80 1.82
SJZ18 14.50 1.76
SJz19 22.00 1.73
SJz20 29.80 1.85
SJZ21 8.40 1.65
SJz22 24.20 1.62
SJz23 27.70 1.68
SJz24 23.50 1.82
SJz25 17.20 1.74
SJZ26 28.60 1.67

3.4 Diagnostico de Coccidioides spp. por PCR anidada

Del total de las 76 muestras analizadas de todos los sitios, una vez llevada a cabo la segunda amplificacion
de la PCR, solamente 5 muestras del sitio 1 (VDP) resultaron positivas para Coccidioides spp. (6.5 % de

todas las muestras), con bandas por debajo de 200 pb y arriba de 100 pb (el producto esperado es de



28

alrededor de 120 pb). Dichas muestras fueron las obtenidas de los puntos VDP1, VDP9, VDP10, VDP19 y
VDP20 (Figura 12). .

E12345C+C- E6 78 9 10C+C- E 16 171819 20 C+ C-

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa (2%) tefiido con bromuro de etidio. Resultados de la amplificacion de la
regidn ITS1 de las muestras de Valle de las Palmas. E: Escalera GeneRuler™ (100 pb), muestras, C+: control positivo
(ADN de C. posadasii), C-: control negativo (agua HPLC).
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa (1y 2%) tefiido con bromuro de etidio. A) Resultados de la amplificacién
de la regiodn ITS de dos muestras de Valle de las Palmas. E: Escalera GeneRuler™ (100 pb), muestras, Asp: A. fischeri,
C+: control positivo (C. posadasii), C-: control negativo (agua HPLC). B) Resultados de la amplificacion de la region
ITS1 de dos muestras de Valle de las Palmas. E: Escalera GeneRuler™ (100 pb), muestras, Asp: A. fischeri, C+: control
positivo (C. posadasii), C-: control negativo (agua HPLC).
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Para corroborar que los oligonucleétidos que se utilizaron para la deteccidon de las especies de Coccidioides
fueran especificos, se utiliz6 ADN del hongo A. fischeri realizando ambos ciclos de PCR. En la primera
reaccion, se observan amplicones para la muestra de A. fischeri y el control positivo (C. posadasii),
indicando que si existe la presencia de algun hongo. En la segunda reaccién, se pudo observar la
amplificacidon de la muestra 9, lo que confirma con los resultados anteriormente presentados que dicha
muestra era positiva. Los oligonucledtidos no amplificaron para el ADN de A. fischeri, pero si para la
muestra control positiva, lo que indica que dichos oligonucledtidos son especificos para Coccidioides

(Figura 13).

Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacién correspondiente a los 5 amplicones y de su respectivo
analisis BLAST, se confirmd que las 5 muestras analizadas resultaron ser C. immitis (Tabla 7). A su vez, el
control positivo que se utilizd durante todos los experimentos también fue llevado a secuenciar y los

resultados obtenidos confirmaron ser la especie C. posadasii.

Tabla 7. Especies de hongos identificados por secuenciacion de los amplicones de la regidn ITS1 posterior a la
extraccion de ADN ambiental en cinco muestras de suelo.

Muestra Especies de hongos de Valor de E % ldentidad
los amplicones por
extracciéon de ADN de
suelo (region ITS1)

VDP1 Coccidioides immitis 3e-38 98.10%
VDP9 Coccidioides immitis le-33 98.88%
VDP10 Coccidioides immitis 2e-36 100%
VDP19 Coccidioides immitis 2e-35 98.91%
VDP20 Coccidioides immitis 3e-31 97.59%
Control + (C. posadasii) Coccidioides posadasii 6e-40 98.06%

3.5 Diagnostico de Coccidioides spp. por ddPCR

Previo a la deteccidon de las muestras de Coccidioides por ddPCR, se procedid a realizar una prueba de PCR
anidada iniciando el primer ciclo de amplificacién con oligonucleétidos NS1 y NLB4, seguido del segundo
ciclo de amplificacion con los oligonucledtidos modificados de la PCR anidada para corroborar que dichos
oligonucledtidos fueran viables. Los resultados mostraron que los oligonucledtidos ITS1CF (EVA) e ITS1CR

(EVA) son especificos para Coccidioides spp., ya que lograron amplificar las muestras que anteriormente
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habian resultado positivas con los oligonucledtidos ITS1CF e ITS1CR (1, 9, 10, 19 y 20) dando el producto
esperado de 120 pb. (Figura 14).
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa (1 %) tefiido con bromuro de etidio. Resultados de la amplificacién de la

region ITS1 con oligonucleétidos para ddPCR. E: Escalera GeneRuler™ (100 pb), muestras 1, 9, 10, 19 y 20. C+: control
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Figura 15. Andlisis numérico de gotas de muestras de suelo de Valle de las Palmas. Barras azules gotas positivas;
naranja gotas negativas; verde nimero total de gotas (positivas y negativas).

Para llevar a cabo la ddPCR, se inicid con las 20 muestras de VDP. Se generaron mds de 10,000 gotas para
todas las muestras, un nimero adecuado para tener resultados confiables. Dos de tres NTC (controles
negativos) no presentaron ninguna gota positiva, lo que indica que no hubo deteccion de la presencia de
Coccidioides, al igual que los otros dos controles negativos pertenecientes al ADN de A. fischeri. Sin

embargo, el primer control negativo (NTC 1) presentd la amplificacidon de una gota (Figura 15), con un
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limite de deteccidn de 0.0663 copias/uL (Anexo E) por lo que este resultado pudo deberse a contaminacion

durante la manipulacién del experimento, dado esto, se decidié que este seria el limite de deteccién.

De las 20 muestras de VDP, 16 mostraron la amplificacidon de gotas positivas, lo que indica la presencia de
Coccidioides (nUmero de gotas azules). Los resultados demostraron que las muestras que fueron positivas
para la PCR anidada (1, 9, 10, 19 y 20) también lo fueron para la ddPCR. Aunado a ello, el resto de las
muestras analizadas a excepcidn de las muestras 4, 8, 11 y 12, resultaron positivas a Coccidioides, dando

un total de 80 % de muestras positivas (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama de distribucion de gotas de muestras de suelo de Valle de las Palmas por ddPCR. Puntos azules
corresponden a gotas positivas; puntos grises corresponden a gotas negativas. C+ (4.8 ng/uL).

En cuanto a las 18 muestras de RC que habian resultado negativas por PCR anidada, 5 muestras (RC1, RC5,

RC8, RC10 y RC18) presentaron amplificacién de gotas positivas por ddPCR (27.7 % del total) (Figura 17 y
18).

Por otro lado, del total de las 12 muestras de RG que habian dado en su totalidad negativas por PCR

anidada, solamente una muestra (RG4) resultd ser positiva con la técnica ddPCR (8.3 %) (Figura 19 y 20).
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Por ultimo, para SJZ, de las 26 muestras que habian resultado negativas por PCR anidada, 8 muestras (SJZ3,

SJZ4, S)Z6, SJZ8, S1Z14, SJZ220, SJZ22 y S1Z24) resultaron positivas con ddPCR (30.7 %) (Figuras 21y 22).
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Figura 17. Analisis numérico de gotas de muestras de suelo de Rancho el Carrizo. Barras azules gotas positivas;
naranja gotas negativas; verde nimero total de gotas (positivas y negativas).
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Figura 18. Diagrama de distribucion de gotas de muestras de suelo de Rancho el Carrizo por ddPCR. Puntos azules
corresponden a gotas positivas; puntos grises corresponden a gotas negativas. C+ (4.8 ng/uL).
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Figura 19. Analisis numérico de gotas de muestras de suelo de Rancho las Golondrinas. Barras azules gotas positivas;

naranja gotas negativas; verde nimero total de gotas (positivas y negativas).
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Figura 20. Diagrama de distribucion de gotas de muestras de suelo de Rancho las Golondrinas por ddPCR. Puntos

azules corresponden a gotas positivas; puntos grises corresponden a gotas negativas. C+ (4.8 ng/uL).
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Figura 21. Analisis numérico de gotas de muestras de suelo de la comunidad de San José de la Zorra. Barras azules
gotas positivas; naranja gotas negativas; verde nimero total de gotas (positivas y negativas).
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Figura 22. Diagrama de distribucién de gotas de muestras de suelo de la comunidad de San José de la Zorra por
ddPCR. Puntos azules corresponden a gotas positivas; puntos grises corresponden a gotas negativas. C+ (4.8 ng/uL).



3.6 Procesamiento de muestras de suelo

3.6.1 Contenido de humedad
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Figura 23. Porcentaje de humedad en muestras de suelo de los sitios de muestreo. VDP= Valle de las Palmas, RC=
Rancho el Carrizo, RG= Rancho las Golondrinas y SJZ= Comunidad San José de la Zorra. Letras ns indican que no hay

diferencia significativa entre muestras (P>0.05).

En cuanto al contenido de humedad, las muestras de todos los sitios (VDP, RC, RG y SJZ) presentaron un

porcentaje promedio menor al 1 % (0.43, 0.38, 0.4 y 0.45, respectivamente). A pesar de ello, no existieron

diferencias significativas entre cada uno de los sitios, ya que los valores obtenidos con la prueba de ANOVA

fueron de P > 0.05 (Figuras 23y 24).

Los valores mas altos de humedad se presentaron en SJZ (0.83 %) y el valor minimo de 0.15 % en RC.
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Figura 24. Diagramas de superficie de cada uno de los sitios de muestreo correspondientes a la humedad. A) RG=
Rancho Golondrinas, B) RC= Rancho el Carrizo, C) VDP= Valle de las Palmas y D) SJZ= Comunidad San José de la Zorra.
La escala indica el porcentaje de humedad de todas las muestras.

3.6.2 Contenido de materia organica
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Figura 25. Porcentaje de materia organica en muestras de suelo de los Sitios de muestreo. VDP= Valle de las Palmas,
RC= Rancho el Carrizo, RG= Rancho las Golondrinas y SJZ= Comunidad San José de la Zorra. Letras ns indican que no
hay diferencia significativa entre muestras (P>0.05), el asterisco (*) indica diferencia significativa entre muestras
(P<0.05).
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En relacidn con el contenido de materia orgdnica, en general todos los sitios presentaron un contenido

menor al 5 % con valores de 1.65 % para VDP, 1.08 % para RC, 4.02 % para RG y 2.41 % para SJZ con

diferencias significativas entre VDP y RG, asi como RCy RG (Figura 25y 26).

El valor maximo de contenido de materia organica fue de 11.03 % para RG y un minimo de 0.26 % en SJZ.
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Figura 26. Diagramas de superficie de cada uno de los sitios de muestreo correspondientes a la materia organica. A)
RG= Rancho Golondrinas, B) RC= Rancho el Carrizo, C) VDP= Valle de las Palmas y D) SJZ= Comunidad San José de la
Zorra. La escala indica el porcentaje de humedad de todas las muestras.
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3.6.3 Textura del suelo
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De acuerdo con los célculos obtenidos en relacidn con el tamafio de las particulas de suelo y el tridangulo

de las texturas, los porcentajes de arcilla, limo y arena se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Porcentajes de arcilla, limo y arena y su clasificacion para las muestras de Valle de las Palmas. El color rojo
indica las muestras positivas por ddPCR.

Muestra % Arcilla % Limo % Arena Clasificacién
VDP1 11.86 15.14 73.00 Franco arenoso
VDP2 8.41 8.56 83.03 Arenoso franco
VDP3 4.76 5.17 90.07 Arenosa
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VDP4 8.72 12.11 79.17 Arenoso franco
VDP5 17.60 11.63 70.77 Franco arenoso
VDP6 15.63 11.84 72.54 Franco arenoso
VDP7 41.13 14.69 44.17 Arcillosa
VDP8 8.28 6.21 85.51 Arenoso franco
VDP9 4.81 5.34 89.85 Arena
VDP10 9.42 11.67 78.92 Arenoso franco
VDP11 11.83 8.45 79.72 Franco arenoso
VDP12 5.86 4.18 89.96 Arena
VDP13 9.05 9.87 81.08 Arenoso franco
VDP14 7.31 11.07 81.62 Arenoso franco
VDP15 11.45 10.80 77.75 Franco arenoso
VDP16 9.67 8.39 81.93 Arenoso franco
VDP17 3.16 2.87 93.96 Arena
VDP18 9.17 10.66 80.16 Arenoso franco
VDP19 7.76 13.55 78.69 Arenoso franco
VDP20 7.10 15.78 77.11 Arenoso franco
RC1 4.90 19.62 75.48 Arenoso franco
RC4 3.64 7.27 89.09 Arena
RC5 12.53 16.71 70.75 Franco arenoso
RC8 7.32 15.83 76.85 Arenoso franco
RC9 8.84 9.82 81.34 Arenoso franco
RC10 24.43 48.87 26.70 Franco
RC12 12.30 15.38 72.31 Franco arenoso
RC13 8.38 10.47 81.15 Arenoso franco
RC14 5.22 7.83 86.95 Arenoso franco
RC18 6.91 7.48 85.61 Arenoso franco
RG4 1.43 1.27 97.30 Arena
RG7 3.82 6.19 89.99 Arena
RG9 4.47 8.46 87.06 Arena
RG10 11.07 8.97 79.96 Franco arenoso
YAl 2.44 7.27 90.30 Arena
SJz3 3.00 5.14 91.86 Arena
SJza 7.10 11.16 81.74 Arenoso franco
SJZ9 8.33 12.49 79.18 Arenoso franco
SJZ10 29.28 39.05 31.67 Franco arcilloso
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SJZz11 14.88 19.84 65.27 Franco arenoso
SJZ15 5.26 11.38 83.35 Arenoso franco
SJZ18 10.23 20.47 69.30 Franco arenoso
SJZ20 6.42 7.33 86.25 Arenoso franco
SJz22 8.71 13.07 78.22 Arenoso franco
SJz23 4.00 9.01 86.99 Arenoso franco

La mayoria de los sitios muestreados presentaron suelos de tipo arenoso franco con un 48.89 %, seguido

del tipo franco arenoso con un 22.22 % (Figura 27).

Total=45

OO0O000M

48.89% Arenoso franco
22.22% Franco arenoso

22.22% Arena
2.22% Arcilla

2.22% Franco arcilloso

2.22% Franco

Figura 27. Clasificacion de tipos de suelo para todos los sitios muestreados. El mayor porcentaje de sitios

muestreados presenté suelos de tipo arenoso franco (48.89%).

3.6.4 Determinacidn del pH del suelo

En cuanto al pH de las muestras de suelo, VDP presentd una media de 5.84, RC de 7.11, RG de 6.52 y SJZ

de 6.70 con diferencias significativas entre VDP, RC y SJZ (Figuras 28 y 29). El valor mas alto en cuanto a

pH fue de 7.72 en RCy el valor minimo fue de 4.53 en VDP.
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Figura 28. Valores de pH en muestras de suelo de los sitios de muestreo. VDP= Valle de las Palmas, RC= Rancho el
Carrizo, RG= Rancho las Golondrinas y SJZ= Comunidad San José de la Zorra. Letras ns indican que no hay diferencia
significativa entre muestras (P>0.05), los asteriscos (**) y (****) indican diferencia significativa entre muestras
(P<0.01 y P<0.0001 respectivamente).
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3.6.5 Determinacion de conductividad eléctrica
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Figura 30. Valores de Conductividad Eléctrica en muestras de suelo de los sitios de muestreo. VDP= Valle de las
Palmas, RC= Rancho el Carrizo, RG= Rancho las Golondrinas y SJZ= Comunidad San José de la Zorra. Letras ns indican
que no hay diferencia significativa entre muestras (P>0.05), el asterisco (*) y (**) indican diferencia significativa entre
muestras (P<0.05 y P<0.01 respectivamente).
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Figura 31. Diagramas de superficie de cada uno de los sitios de muestreo correspondientes a la conductividad
eléctrica. A) RG= Rancho Golondrinas, B) RC= Rancho el Carrizo, C) VDP= Valle de las Palmas y D) SJZ= Comunidad San
José de la Zorra. La escala indica el porcentaje de humedad de todas las muestras.
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Los valores obtenidos de conductividad eléctrica fueron de una media de 59.07 uS/cm, para VDP, 224.61
uS/cm para RC, 75.05 puS/cm para RG y de 274.66 uS/cm para SJZ. Segln los valores obtenidos por el

analisis ANOVA mostraron diferencias significativas entre VDP y RC, asi como con SJZ (Figura 30 y 31).

3.6.6 Anadlisis de correlacion

Los resultados de correlacién realizados para todos los sitios en conjunto mostraron que existe una
correlacién media entre el contenido de humedad y materia organica (0.50) y entre materia organica y

granulometria (0.58) (Figura 32).
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-1
Figura 32. Correlacion de variables ambientales en todos los sitios de muestreo. Valores cercanos a 1 indican mayor
correlacion positiva entre las variables. Valores de X indican correlaciones no significativas entre variables.

Los resultados de andlisis de correlacion para VDP arrojaron que, existe una correlacion media entre la
muestra y el pH con un valor de 0.46, el contenido de materia orgdnica y granulometria con un valor de

0.60, y materia orgdnica y pH con un valor de 0.59 (Figura 33).
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Matriz de Correlacion de Spearman - Sitio: 1
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Figura 33. Correlacidon de variables ambientales en Valle de las Palmas. Valores cercanos a 1 indican mayor
correlacion positiva entre variables.
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Figura 34. Correlacidn de variables ambientales en Rancho el Carrizo. Valores cercanos a 1 indican mayor correlacién
positiva entre las variables.
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Matriz de Correlacion de Spearman - Sitio: 3
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Figura 35. Correlaciéon de variables ambientales en Rancho las Golondrinas. Valores cercanos a 1 indican mayor
correlacion positiva entre las variables.

Matriz de Correlacién de Spearman - Sitio: 4
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Figura 36. Correlacién de variables ambientales en la comunidad San José de la Zorra. Valores cercanos a 1 indican
mayor correlacion positiva entre las variables.

En cuanto a los resultados de andlisis de correlacion para RC, las variables con mayor correlacién fueron
de igual manera la muestra y el pH con un valor de correlacién media de 0.66 y el contenido de humedad

y materia organica con un valor de 0.60 (Figura 34). Para RG, la matriz de correlacién arrojé nuevamente
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una correlacién relativamente alta entre la muestra y el pH con un valor de 0.77 y la muestra y el contenido
de materia organica con un valor de 0.77 (Figura 35). Finalmente, para SJZ, las variables que presentaron
una correlacién mas alta fueron la humedad y el contenido de materia organica con un valor de 0.79, y

materia organica y granulometria con 0.90 (Figura 36).

3.7 Elaboracion de mapas de prevalencia ambiental
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Figura 37. Sitios positivos y negativos mediante PCR anidada y ddPCR en Valle de las Palmas, Baja California. A) Sitios
negativos y positivos por PCR Anidada, B) Sitios negativos y positivos por ddPCR.
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En la Figura 35, se observa la ubicacion de los puntos positivos y negativos a la deteccion de ADN de
Coccidioides obtenidos mediante PCR anidada en VDP. Dichos puntos fueron VDP1, VDP9, VDP10, VDP19
y VDP20, mientras que con la técnica ddPCR, se pueden observar un total de 16 puntos positivos (Figura

37).

Como se ha mencionado, en el resto de los sitios (RC, RG, y SJZ), mediante la técnica de deteccién por PCR
anidada, no se obtuvieron resultados positivos en comparacion con la ddPCR en la que para RC se
obtuvieron 5 muestras positivas (RC1, RC5, RC8, RC10 y RC18), para RG 1 (RG4) y para SJZ 8 (SJZ3, SIZ4,
SJZ6, SJZ8, SJZ14, SJZ220, S)Z222, SJZ24) (Figura 38).
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VSJZ5
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Figura 38. Sitios negativos y positivos por ddPCR. A) RC= Rancho el Carrizo, B) RG= Rancho las Golondrinas, C y D)
SJZ= Comunidad San José de la Zorra.

Una vez obtenidos los mapas de ubicacién de cada uno de los sitios muestreados, se obtuvieron mapas de
prevalencia ambiental con base en los muestreos realizados anteriormente (Baptista-Rosas et al., 2011;
Catalan-Dibene et al., 2014 y Vargas-Gastélum et al., 2015) donde se observa la ubicacién de los sitios

positivos para VP y SJZ (Figura 39 y 40).
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Figura 39. Ubicaciéon de sitios positivos con base en muestreos previos y el actual en Valle de las Palmas, Baja
California.

Figura 40. Ubicacidn de sitios positivos con base en muestreos previos y el actual en San José de la Zorra, Baja
California.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 PCR anidaday ddPCR

En el presente proyecto, se analizd la distribucién actual de Coccidioides spp. en muestras de suelo en
distintos sitios de muestreo, ademdas de comparar la técnica ddPCR contra la PCR anidada para evaluar un

método de mejor deteccion.

Al comparar los resultados analizados en las muestras de suelo mediante la técnica PCR anidada y ddPCR,
se observd una mayor cantidad de muestras positivas mediante la técnica ddPCR. Para el sitio de VDP, de
las 20 muestras analizadas, por PCR anidada se obtuvieron solamente 5 muestras positivas (1,9, 10,19y
20), lo que representa un 25 % del total de las muestras, en comparaciéon con la ddPCR en donde se
obtuvieron 16 muestras positivas (1, 2, 3, 5, 6, 7, 9,10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20) lo que representa un
80 % del total de las muestras. Las 5 muestras positivas mediante PCR anidada también lo fueron por la

ddPCR.

Por otro lado, no se obtuvo ningun resultado de muestras positivas mediante PCR anidada para los sitios
de RC, RG y SJZ. Sin embargo, al realizar el andlisis correspondiente de la ddPCR se obtuvieron 5 muestras
positivas en RC (1, 5, 8, 10 y 18), lo que equivale al 27.7 %, 1 para RG (4), lo que equivale al 8.3 % del total
de las muestras y 8 para SJZ (3, 4, 6, 8, 14, 20, 22 y 24), dando un total del 30 % del total de las muestras.

En estudios previos utilizando PCR anidada seguida de una PCR diagndstica, obtuvieron 32 sitios positivos
para Coccidioides spp. en donde 27 de 70 muestras fueron positivas para VDP y solamente 17 de las 27
fueron de madrigueras; 5/20 para SJZ y 10 muestras positivas a Coccidioides en muestras de suelo para
VDP (Baptista-Rosas et al., 2011; Catalan-Dibene et al., 2014). En comparacién con los resultados de este
proyecto, donde se obtuvieron 5 de 20 muestras positivas para VDP y ninguna muestra positiva para SJZ
por PCR anidada. Este mayor numero de muestras positivas pudo deberse a que los sitios de muestreo

fueron en mayor cantidad en comparacion con el nuestro.

Sin embargo, con la ddPCR para VDP se obtuvieron 16/20 muestras positivas para VDP y 8/26 muestras
positivas para SJZ. Cabe mencionar que en la técnica de PCR anidada realizada por Baptista-Rosas y Catalan

utilizaron la regidn ITS2 especifica para Coccidioides spp. con los oligonucledtidos ITS2F e ITS2R, en
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comparacién con nuestra técnica en la que se utilizaron los oligonucleétidos ITS1F e ITS1R especificos para
Coccidoides spp. disefiados por Vargas-Gastélum y colaboradores en 2015, la cual obtuvo 11/40
amplicones positivos como Coccidioides spp., de los cuales 9 fueron obtenidos de madrigueras y 2 de la

capa superficial del suelo.

En relacidn con el uso de la técnica ddPCR, ya se han realizado estudios utilizando la ddPCR para la
deteccidn de tres géneros de hongos como Pneumocystis, Aspergillus y Cryptococcus (Guo et al., 2023). En
el presente estudio, se utilizd la ddPCR como técnica para determinar la presencia de Coccidioides spp. en

muestras ambientales.

El umbral establecido para este experimento fue un umbral manual excluyendo las gotas de los controles
negativos. A pesar de que con la técnica ddPCR se obtuvieron resultados positivos en cada uno de los sitios,
indicando la presencia de Coccidioides en las muestras de suelo, una vez que se ha determinado el limite
de deteccién, es importante sefialar la posibilidad de que existan falsos positivos especialmente para
muestras ambientales, por una mala interpretacién de la fluorescencia o por artefactos que se pueden
producir, ademas de que aquellos que tengan lo que se conoce como “lluvia significativa” y que se da mas

en muestras ambientales, se debe intentar optimizar el ensayo (Kokkoris et al., 2021)

Merece la atencidn mencionar que, a pesar de establecer un umbral alto para discriminar gotas en los
NTCs como falsos positivos y dejar Unicamente 1 evento positivo como limite para todas las muestras,
estas sefiales de falsos positivos pudieron haber contribuido a tener una mayor cantidad de muestras
positivas que con la técnica de PCR anidada. A su vez, es importante mencionar que, para descartar
cualquier falso positivo dentro de las muestras, esta técnica de ddPCR en especial, no permite realizar la
secuenciacion de las muestras para identificar si estos fueron posibles artefactos (Kiselinova et al., 2014).
Es necesario continuar haciendo estudios relacionados con muestras ambientales para comprender mejor

su funcionamiento en la ddPCR y evitar asi falsos positivos entre las muestras.

4.2 Parametros de suelo

En un estudio sobre suelos de Arizona, California y Utah se analizaron varios parametros de suelo similares
a los estudiados en el presente proyecto de investigacion, tales como: pH, conductividad eléctrica,
salinidad, aniones seleccionados, textura, mineralogia, tipos y densidad de vegetacion, geomorfologia

general y entornos ecoldgicos (Fisher et al., 2007). Los resultados mostraron que ninguno de estos
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pardmetros, a excepcion de la temperatura y la textura del suelo, son indicativos de la presencia de
Coccidioides. Los mismos autores seialaron que los suelos de tipo arena franca o franco arenoso son tipos
de suelo en los que se ha detectado la presencia de este organismo, lo que coincide con los resultados
obtenidos en el presente estudio, donde un alto porcentaje de los suelos con muestras positivas son de

tipo arenoso franco y franco arenoso (46 % y 19 % respectivamente).

En un estudio previo, se encontrd una correlacién entre el pH del suelo (con rangos entre 6.9 y 8.0) y suelos
positivos para Coccidioides (Barker et al., 2012), lo cual coincide con el andlisis realizado en este estudio,
donde se observd una correlacién moderada entre la muestra y el pH: 0.455 para VDP, 0.661 para RCy
0.774 para RG. Sin embargo, en otros estudios se encontrd una correlacién entre altas concentraciones de
elementos inorganicos como el boro, calcio, magnesio, sodio y silicio y la presencia de Coccidioides (Chow

et al., 2016), sin asociacidn alguna entre el pH y la presencia del hongo.

En otro trabajo, al comparar los resultados obtenidos de los parametros de suelo, en donde se analizaron
humedad, materia orgdnica, pH y capacidad de retencion del agua en cada una de las muestras, mostraron
que para VDP obtuvieron porcentajes de humedad de 0.340 %, un contenido de materia orgdnica 0.428
%, un pH entre 6.85 y 6.78 (Romero-Olivares et al., 2013), en comparacidén con nuestros resultados,los
cuales mostraron un promedio de 0.44 % de humedad, 1.60 % en cuanto al contenido de materia orgéanica

y un pH de 5.84

En otro estudio, se analizaron muestras de suelo en VDP en dos estaciones (verano e invierno) en dos
microhabitats (madrigueras de roedores y en la superficie del suelo) y analizaron parametros como el
contenido de humedad, materia organica, textura del suelo y conductividad eléctrica. En el caso de las
madrigueras en verano, sus resultados arrojaron un contenido de humedad de 0.71 £ 0.73%, un contenido
de materia orgdnicade 1.9+ 1.12 %, pH de 5.81 £ 0.29 y electroconductividad de 0.72 + 0.61 mS (Vargas-

Gastélum et al., 2015).

A pesar de analizar parametros ambientales similares a los de este trabajo (humedad, materia organica,
pH, conductividad eléctrica y granulometria), los estudios mencionados anteriormente no establecen

claramente una correlacidn entre los parametros ambientales y la presencia/ausencia del hongo.

En un estudio de Weaver y Kolivras en 2018, se realizd un anadlisis de regresion lineal para evaluar las
relaciones estacionales entre la incidencia de la enfermedad y variables climaticas, tales como

precipitacion, temperatura, indice de gravedad de la sequia de Palmer, rafagas de viento y la calidad del
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aire, con datos obtenidos del afio 2000 al 2015. Encontraron una correlacién altamente significativa entre
la incidencia de la enfermedad y la precipitacion del inverno anterior, sugiriendo que la precipitacion

proporciona la humedad necesaria para el crecimiento del hongo.

Por otro lado, Gorris y colaboradores en 2018 realizaron un estudio que evalué cdmo los factores
ambientales influyen en la incidencia de la Fiebre del Valle durante el periodo del 2000 al 2015,
encontrando que la temperatura y la humedad del suelo desempefian un papel fundamental en la
incidencia de esta enfermedad. Ademas, los autores sefalan que las regiones con alta incidencia de Fiebre

del Valle presentan una combinacién de factores climaticos.

Reportes similares encontraron que pardmetros como las PM10 (particulas de menos de 10 micrémetros),
la precipitacidon, la temperatura mdaxima, y la velocidad del viento son importantes para predecir la
incidencia de coccidioidomicosis. En particular, sefialaron que la temperatura maxima mensual, el
promedio de PM10 y la precipitacién total un mes antes de la notificacién de casos fueron variables

significativas para predecir la Fiebre del Valle (Kollath et al., 2022).

Sin embargo, en los analisis realizados en este estudio, no se encontrd una correlacién significativa entre
las muestras y el porcentaje de humedad en ninguno de los sitios, ni en el andlisis conjunto de todos los
sitios (Figura 38), aunque no se evalud la humedad ambiental en series de tiempo, es decir, los resultados
de este trabajo no consideran la precipitacidn anual ni la de afios anteriores, lo cual podria explicar las

diferencias entre ambos estudios.

Si bien en el presente trabajo no se analizd la salinidad del suelo, diversos estudios sugieren que esta se
relaciona con la presencia de Coccidioides en el suelo, y que altos contenidos de salinidad pueden suprimir
el crecimiento de distintos tipos de hongos y bacterias antagonistas (Elconin et al., 1964; Egeberg et al.,
1964).Una posible explicacién a los resultados de este estudio en cuanto a las variables ambientales y la
presencia de Coccidioides, al no encontrar una correlacion clara, es la hipdtesis del reservorio endozoario
propuesta por Emmons en 1943. Esta hipotesis sugiere que los pequefios mamiferos fungen como
hospederos, permitiendo la existencia de ambas especies de Coccidioides al vivir en forma de esférulas sin
causarles enfermedad, proporcionando un habitat adecuado hasta que el animal muere y el hongo puede

acceder a la materia orgdnica disponible, manteniéndose en el ambiente.

Si bien existe una correlacion entre los parametros de suelo y la presencia de Coccidioides, también podria

haber una relacién entre estos parametros y el crecimiento de las plantas que alimentan a los pequefios
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roedores, incrementando la abundancia de ambos. Cuando estos animales mueren, si estan infectados
con el hongo, los granulomas presentes en el hospedero podrian transformarse en hifas para

posteriormente formar esporas en el suelo y reiniciar el ciclo (Taylor y Barker, 2019).

En general, es importante continuar investigando los parametros ambientales y del suelo, asi como el
efecto de estas variables en el crecimiento de las plantas que alimentan a los pequefios mamiferos que
fungen como reservorios y que dan sustento a estos hongos. Aunado a ello, cabe sefialar que el suelo es
uno de los sistemas mdas complejos de andlisis debido a los cambios constantes en todos sus componentes
alolargo del tiempo (Fisher et al., 2007), y el estudio de los sitios de ubicacién de Coccidioides sigue siendo

un tema que requiere mayor investigacion para lograr un mejor entendimiento.

4.3 Mapas de prevalencia ambiental

Si bien las técnicas utilizadas para la deteccidon de muestras de suelo de Coccidioides realizadas en estudios

anteriores (Baptista-Rosas et al., 2011; Catalan-Dibene et al., 2014; Vargas-Gastélum et al., 2015) fueron
mediante PCR anidada y en el presente se propuso el uso de la ddPCR, podemos observar que, a pesar de
no muestrear directamente en los mismos sitios, si existe un patrén de agrupamiento entre las muestras

positivas para cada uno de los muestreos realizados en VDP.

En el caso de SJZ, solamente una de las muestras que anteriormente habia dado positiva se encuentra
cercana a una del presente estudio, por lo que se sugiere que las condiciones ambientales y/o del suelo
son similares. Es importante mencionar, que no se cuentan con los pardmetros ambientales muestreados
para los estudios de Cataldn-Dibene et al., 2014 y Baptista-Rosas et al., 2011, por lo que no se pudiera

hacer inferencia de si existen condiciones similares para las muestras positivas del presente estudio.

En el caso del muestreo realizado por Vargas-Gastélum et al., 2015, a pesar de haber analizado distintos

parametros, no existié correlacidn entre ellos y las muestras que dieron positivo a Coccidioides spp.

Si bien la creacién de estos mapas de prevalencia ambiental sugiere una distribucion actual de Coccidioides
spp. en las muestras de suelo de Baja California, es necesario continuar con el estudio relacionado al nicho
ecolégico de estas especies para la elaboracion de mapas mas actualizados, asi como la necesidad de
continuar con muestreos dirigidos que brinden un panorama mds amplio respecto a la distribucién de

éstas.
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Capitulo 5. Conclusiones y Recomendaciones

El presente proyecto fue el primer acercamiento del uso de la técnica de ddPCR para el diagndéstico de
Coccidioides spp. en muestras ambientales, en el cual se obtuvieron resultados favorables con el uso de

esta técnica al detectar un mayor nimero de muestras positivas en comparacion con la PCR anidada.

Valle de las Palmas sigue siendo uno de los sitios en donde se ha logrado encontrar mayor prevalencia de

Coccidioides spp. en muestras ambientales en Baja California.

Si bien, para cada sitio existio alguna correlacién entre pardmetros evaluados, tales como la muestra y el
pH, podemos concluir que muchos de los pardmetros evaluados en si no determinan una correlacion
directa con la presencia de Coccidioides en las muestras de suelo, pero si que estos pardmetros pueden

incidir para favorecer el crecimiento del hongo.

La creacion de mapas de prevalencia ambiental es una herramienta importante que brinda la oportunidad
de identificar de manera visual los sitios de en donde se encuentra presente Coccidioides spp. en muestras

de suelo y asi, estar en posibilidades de evitar enfermedades en la poblacidn cercana a estos sitios.

Es necesario seguir realizando estudios que conlleven el andlisis de distintas variables, tales como
pardmetros ambientales y pardmetros de suelo para tener un panorama mas amplio en cuanto al

desarrollo y al nicho ecolégico de Coccidioides spp.
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Anexos
Anexo A
Tabla 9. Pardmetros de los 20 puntos de muestreo de Valle de las Palmas, Baja California.
Punto de Coordenada Coordenada X Temperatura Velocidad del Tipo de Textura Compactacion Condicién de Lugar de obtencion de la Especie
muestreo Y (°C) viento (m/s) vegetacion del suelo del suelo humedad muestra
principal observable
VDP1 32.410799 -116.679134 22 6 Pastizal Textura Compactado Seco Madriguera sin cobertura
media 0 asociaciéon
VDP2 32.410662 -116.678724 22 1.8 Pastizal Textura No compactado Seco Madriguera asociada a Pasto
gruesa una planta
VvDP3 32.4107279 -116.6790353 22 3.3 Chaparral- Textura Compactado Seco Madriguera asociada a
matorral gruesa una roca
VDP4 32.4105047 -116.6780647 26 2 Chaparral- Textura No compactado Seco Madriguera asociada a
matorral gruesa una roca
VDP5 32.4110014 -116.6783962 21.8 1.6 Chaparral- Textura Compactado Seco Madriguera asociada a
matorral fina una roca
VDP6 32.4114729 -116.6782442 21.5 1.6 Matorral Textura No compactado Seco Madriguera asociada a
fina una roca
VDP7 32.411648 -116.6783743 234 1.6 Chaparral- Textura Compactado Seco Madriguera asociada a Cneridium
matorral media una planta
VDP8 32.4119681 -116.6782732 20.5 1.8 Chaparral- Textura No compactado Seco Madriguera asociada a
matorral gruesa una roca
VDP9 32.4130851 -116.6794207 22.5 1.7 Chaparral- Textura No compactado Seco Madriguera asociada a Cneridium
matorral fina una planta
VDP10 32.4141731 -116.6796304 22.8 1.6 Pastizal Textura No compactado Seco Madriguera asociada a
gruesa una roca
VDP11 32.4144661 -116.6799331 22.5 1.7 Chaparral- Textura No compactado Seco Madriguera asociada a
matorral media una roca
VDP12 32.4151182 -116.6795248 225 1.8 Chaparral- Textura No compactado Seco Madriguera asociada a
matorral media una roca
VDP13 32.4153902 -116.6793154 20.8 1.2 Matorral- Textura No compactado Seco Madriguera asociada a
Pastizal gruesa una roca
VDP14 32.4152905 -116.6785559 22.5 1.8 Chaparral- Textura No compactado Seco Madriguera sin cobertura
matorral media 0 asociacion
VDP15 32.415302 -116.678145 23.5 1.2 Chaparral- Textura No compactado Seco Madriguera asociada a
matorral media una roca
VDP16 32.415237 -116.6784417 234 3.2 Chaparral- Textura Compactado Seco Madriguera sin cobertura
matorral media 0 asociacién
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VDP17 32.4155392 -116.6788861 25.6 2.2 Chaparral- Textura Compactado Seco Madriguera asociada a
matorral gruesa una roca (excremento de
rata)
VDP18 32.4151943 -116.6796608 221 3.7 Matorral- Textura Compactado Seco Madriguera sin cobertura
Pastizal media 0 asociacion
VDP19 32.4110635 -116.6791225 24.8 13 Matorral- Textura No compactado Seco Madriguera sin cobertura
Pastizal media 0 asociacion
VDP20 32.4107327 -116.6793546 23.8 14 Matorral- Textura No compactado Seco Madriguera asociada a Mezquite
Pastizal media una planta
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Anexo B
Tabla 10. Parametros de los 18 puntos de muestreo de Rancho Carrizo, Baja California.
Punto de Coordenada  Coordenada Temperatura Velocidad del Tipo de Textura Compactacion Condicién de Lugar de obtencion Especie
muestreo Y X (°C) viento (m/s) vegetacion del suelo del suelo humedad de la muestra
principal observable
RC1 32.474929 -116.68748 18.5 2.3 Chaparral Textura No compactado Mixto Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RC2 32.475116 -116.687123 22.5 1.1 Chaparral Textura No compactado Mixto Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RC3 32.475003 -116.687337 20.2 14 Chaparral Textura No compactado Mixto Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RC4 32.475211 -116.687094 21.16 1.5 Chaparral Textura No compactado Mixto Madriguera asociada
media a unaroca
RC5 32.47539 -116.687123 21.9 1.6 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
gruesa cobertura o
asociacion
RC6 32.475412 -116.687188 21.6 1.6 Chaparral Textura Compactado Mixto Madriguera asociada Pino salado
media a una planta
RC7 32.475536 -116.687198 20.83 1.8 Chaparral Textura Compactado Seco Madriguera asociada Artemisa
gruesa a una planta californica
RC8 32.476517 -116.687718 23.7 1.7 Chaparral Textura Compactado Seco Madriguera asociada
gruesa a unaroca
RC9 32.476622 -116.687821 - 1.6 Matorral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RC10 32.476351 -116.687734 24.7 1.5 Chaparral Textura Compactado Seco Madriguera asociada
media a unaroca
RC11 32.476298 -116.682585 24.9 1.1 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RC12 32.476279 -116.68255 225 2.5 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada
fina a unaroca
RC13 32.476083 -116.682915 22.5 1.8 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o
asociacion
RC14 32.475929 -116.68295 25.1 1.9 Chaparral Textura No compactado Mixto Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RC15 32.475947 -116.682934 24.1 1.9 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada
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media a unaroca

RC16 32.475761 -116.682531 28.8 1.7 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o
asociacion

RC17 32.475664 -116.682172 26.2 1.5 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
gruesa cobertura o
asociacion

RC18 32.476003 -116.681331 26.8 14 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o

asociacion
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Anexo C
Tabla 11. Parametros de los 12 puntos de muestreo de Rancho Golondrinas, Baja California.
Punto de Coordenada  Coordenada Temperatura Velocidad del Tipo de Texturadel Compactacion del Condicién de Lugar de obtenciéon Especie
muestreo Y X (°C) viento (m/s) vegetacion suelo suelo humedad de la muestra
principal observable
RG1 32.465793 -116.68204 28.2 1.5 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada
media a unaroca
RG2 32.465785 -116.682082 27.3 1.6 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada
media aunaroca
RG3 32.465234 -116.681333 26.7 1.9 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o
asociacion
RG4 32.464763 -116.679849 27.7 1.1 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RG5 32.464642 -116.679718 27.5 1.1 Chaparral Textura Compactado Seco Madriguera sin
gruesa cobertura o
asociacion
RG6 32.460379 -116.682785 27.8 11 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o
asociacion
RG7 32.464159 -116.678712 26.7 11 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada
media aunaroca
RG8 32.463982 -116.678179 26.1 1.2 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RG9 32.464104 -116.678164 26.3 1.2 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada
media a unaroca
RG10 32.465277 -116.6814 25.7 3.3 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RG11 32.464944 -116.68136 27.1 2.2 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
RG12 32.464944 -116.68136 26 2.6 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o

asociacion
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Anexo D
Tabla 12. Parametros de los 26 puntos de muestreo de Rancho San José de la Zorra, Baja California.
Punto de Coordenada  Coordenada Temperatura Velocidad del Tipo de Textura Compactacion Condicién de Lugar de obtencion Especie
muestreo Y X (°C) viento (m/s) vegetacion del suelo del suelo humedad de la muestra
principal observable
SJz1 32.138007 -116.655619 23 3.4 Chaparral, Textura Compactado Mixto No se obtiene de
ripario fina una madriguera
SJz2 32.137975 -116.655593 25.8 5.4 Chaparral, Textura No compactado Mixto Madriguera asociada Encino
ripario media a una planta
SJz3 32.138612 -116.655464 - 5.4 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada
fina a unaroca
Siza 32.138528 -116.655449 28.3 5.3 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o
asociacion
SJz5 32.138469 -116.655361 28.3 1.9 Ripario Textura No compactado Hdmedo Madriguera asociada Baccabhris
media a una planta
SJz6 32.138482 -116.655267 25 4.3 Ripario Textura No compactado Hdmedo Madriguera asociada Junco
gruesa a una planta
SJz7 32.138445 -116.655189 27.5 0 Ripario Textura No compactado Mixto Madriguera asociada Encinos
gruesa a una planta
SJz8 32.138427 -116.655164 27.6 1.8 Ripario Textura No compactado Seco Madriguera asociada Encinos
media a una planta
SJz9 32.141355 -116.659275 29 3 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada Artemisa
gruesa a una planta californica
SJz10 32.141314 -116.659248 28.7 2.5 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
SJz11 32.141338 -116.659208 28.2 2.5 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
gruesa cobertura o
asociacion
SJz12 32.14181 -116.659288 30 5 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada Salvia
gruesa a una planta
SJz13 32.179213 -116.686866 32.8 23 Ripario Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o
asociacion
SJz14 32.179277 -116.68673 33 3 Matorral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
SJz15 32.179064 -116.686415 33 2.5 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
SJZ16 32.179035 -116.686307 33.5 0 Ripario Textura No compactado Mixto Madriguera asociada Encinos
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media a una planta
SJz17 32.179077 -116.685921 29 0 Ripario Textura No compactado Mixto Madriguera asociada Encinos
media a una planta
SJz18 32.179671 -116.6912 32.4 3 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada Baccharis
fina a una planta
SJzZ19 32.179647 -116.69119 325 2.8 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada Baccharis
media a una planta
SJZ20 32.179702 -116.691597 34 2 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
SJz21 32.179655 -116.691837 33.8 2 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o
asociacion
SJz22 32.179633 -116.691961 2.2 34 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera sin
media cobertura o
asociacion
SJz23 32.175641 -116.697152 33 4.2 Ripario Textura No compactado Seco Madriguera sin
fina cobertura o
asociacion
SJz24 32.175729 -116.697276 32 3 Ripario Textura No compactado Mixto Madriguera asociada Encinos
media a una planta
SJz25 32.175201 -116.696922 33 2 Chaparral Textura No compactado Seco Madriguera asociada Encinos
fina a una planta
SJZ26 32.176192 -116.697234 32 2.5 Ripario Textura No compactado Hdmedo Madriguera asociada  Encinos base
media a una planta
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Anexo E
Tabla 13. Tabla de datos sobre los resultados obtenidos de las muestras de suelo por ddPCR.

Muestra Concentracién (copias/pL) Copias/20uLpozo Gotas aceptadas Positivas Negativas Threshold
NTC1 0.0663 1.33 17746 1 17745 10,637.00
NTC 2 0.000 0.00 17511 0 17511 10,637.00
NTC3 0.000 0.00 17781 0 17781 10,637.00
Asp. 1 0.000 0.00 17188 0 17188 10,637.00
Asp. 2 0.000 0.00 17084 0 17084 10,637.00
VDP1 16.633 332.67 16953 238 16715 10,637.00
VDP2 0.143 2.86 16472 2 16470 10,637.00
VDP3 1.566 31.31 13535 18 13517 10,637.00
VDP4 0.103 2.05 11462 1 11461 10,637.00
VDP5 0.793 15.86 11872 8 11864 10,637.00
VDP6 0.919 18.38 11527 9 11518 10,637.00
VDP7 1.039 20.77 10200 9 10191 10,637.00
VDP8 0.105 2.10 11229 1 11228 10,637.00
VDP9 0.558 11.16 10549 5 10544 10,637.00
VDP10 3.385 67.69 11835 34 11801 10,637.00
VDP11 0.106 2.12 11118 11117 10,637.00
VDP12 0.000 0.00 16994 0 16994 10,637.00
VDP13 0.504 10.08 18673 8 18665 10,637.00
VvDP14 0.275 5.50 17126 4 17122 10,637.00
VDP15 0.863 17.26 17730 13 17717 10,637.00
VDP16 0.326 6.52 18059 5 18054 10,637.00
VDP17 0.598 11.96 15743 8 15735 10,637.00
VDP18 1.481 29.61 17493 22 17471 10,637.00
VDP19 2.070 41.39 15361 27 15334 10,637.00
VDP20 1.083 21.66 16304 15 16289 10,637.00

C+(1/10) 242.822 4,856.44 17781 3316 14465 10,637.00
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NTC1 1.51 30.12 13290 17 13273 8,722.15
NTC2 0.28 5.63 12532 3 12529 8,722.15
NTC3 0.17 3.47 13551 2 13549 8,722.15
Asp. 1 1.28 25.70 14657 16 14641 8,722.15
Asp. 2 0.72 14.34 6566 4 6562 8,722.15
RC1 0.34 6.87 13710 4 13706 8,722.15
RC2 0.09 1.75 13477 1 13476 8,722.15
RC3 0.18 3.59 13116 2 13114 8,722.15
RC4 0.18 3.53 13341 2 13339 8,722.15
RC5 0.43 8.60 16424 6 16418 8,722.15
RC6 0.11 2.21 21292 2 21290 8,722.15
RC7 0.18 3.55 13257 2 13255 8,722.15
RC8 20.76 415.13 12351 216 12135 8,722.15
RC9 0.87 17.42 12160 9 12151 8,722.15
RC10 0.83 16.51 14258 10 14248 8,722.15
RC11 0.00 0.00 13819 0 13819 8,722.15
RC12 0.38 7.55 12470 4 12466 8,722.15
RC13 0.45 8.99 13090 5 13085 8,722.15
RC14 1.14 22.77 11371 11 11360 8,722.15
RC15 0.09 1.74 13500 1 13499 8,722.15
RC16 0.00 0.00 11091 0 11091 8,722.15
RC17 0.10 1.94 12106 1 12105 8,722.15
RC18 0.61 12.12 13592 7 13585 8,722.15
RG1 0.17 3.44 13680 2 13678 8,722.15
RG2 0.10 1.98 11864 1 11863 8,722.15
RG3 0.23 4.58 10280 2 10278 8,722.15
RG4 3.70 73.92 11796 37 11759 8,722.15
RG5 0.00 0.00 12922 0 12922 8,722.15
RG6 0.00 0.00 12298 0 12298 8,722.15
RG7 0.18 3.63 12968 2 12966 8,722.15
RG8 0.08 1.69 13945 1 13944 8,722.15
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RG9 0.18 3.55 13254 2 13252 8,722.15
RG10 0.53 10.57 13365 6 13359 8,722.15
RG11 0.38 7.55 12476 4 12472 8,722.15
RG12 0.19 3.85 12218 2 12216 8,722.15
SJz1 0.00 0.00 11536 0 11536 8,722.15
SJz2 0.51 10.28 13731 6 13725 8,722.15
SJz3 0.49 9.89 14279 6 14273 8,722.15
SJza 0.09 1.80 13074 1 13073 8,722.15
SJZ5 0.23 4.50 10448 2 10446 8,722.15
SJz6 11.88 237.61 10749 108 10641 8,722.15
SJz7 0.19 3.86 12196 2 12194 8,722.15
SJz8 0.83 16.61 14168 10 14158 8,722.15
SJz9 0.26 5.12 13779 3 13776 8,722.15
SJZ10 0.00 0.00 13393 0 13393 8,722.15
SJzi1 0.09 1.89 12451 1 12450 8,722.15
SJZ12 0.00 0.00 13547 0 13547 8,722.15
SJZ13 0.10 1.98 11908 1 11907 8,722.15
SJzi4 0.27 5.36 13180 3 13177 8,722.15
SJz15 0.09 1.80 13039 1 13038 8,722.15
SJZ16 0.08 1.70 13859 1 13858 8,722.15
SJz17 0.00 0.00 13544 0 13544 8,722.15
SJZ18 0.00 0.00 13335 0 13335 8,722.15
SJZ19 0.09 1.83 12884 1 12883 8,722.15
SJZ20 0.40 7.95 11846 4 11842 8,722.15
SJz21 0.08 1.69 13925 1 13924 8,722.15
SJz22 0.65 13.01 14467 8 14459 8,722.15
SJz23 0.17 3.34 14085 2 14083 8,722.15
Siz24 1.43 28.69 13131 16 13115 8,722.15
SJz25 0.81 16.26 13031 9 13022 8,722.15
SJz26 0.19 3.80 12369 2 12367 8,722.15
C+(1/10) 270.61 5,412.29 11889 2443 9446 8,722.15
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