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Resumen de la tesis que presenta Pamela Ocampo Chavira como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestro en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia.

Modelos de distribucién potencial de Coccidioides spp. en Baja California.

Resumen aprobado por:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Director de tesis

La coccidioidomicosis, también conocida como la fiebre del valle de San Joaquin, es una micosis
pulmonar, cuya incidencia ha aumentado en los ultimos afos en las areas endémicas de California y
Arizona donde su registro epidemioldgico es obligatorio. Esta enfermedad es causada por especies
fungicas pertenecientes al género Coccidioides y afecta a mamiferos incluyendo al humano. La deteccién
del hongo a partir de muestras ambientales resulta una tarea dificil en parte, porque no se cuenta con
suficiente informacion respecto a su nicho ecoldgico para poder llevar a cabo muestreos dirigidos. Se ha
sugerido a los roedores como posibles reservorios, sin embargo su distribucién no se ha tomado en
cuenta para modelar la distribucién potencial del hongo. En este trabajo se propone modelar la
distribucion potencial de Coccidioides spp. en los estados de Baja California, en México, y Arizona y
California, en Estados Unidos, mediante modelos de nicho ecoldgico y sistemas de informacion
geografica, tomando en cuenta la distribucion potencial de Chaetodipus fallax (ratén de abazones de San
Diego), Dipodomys simulans (rata canguro de dulzura), Neotoma lepida (rata cambalachera desértica) y
Peromyscus maniculatus (ratéon ciervo), asi como variables bioclimaticas y de suelo. Se utilizé el
algoritmo Maxent para modelar la distribucion potencial de Coccidioides spp. y se incorporé la
distribucion potencial de roedores siguiendo dos metodologias diferentes. Los resultados indican que la
distribucidon potencial de al menos las cuatro especies de roedores no tiene mayor efecto sobre la
distribucidon del hongo y sugieren que no existe una relacién bioldgica especifica entre especies. En
comparacion con un modelo de distribucién potencial obtenido anteriormente utilizando el algoritmo
GARP, el modelo generado en este trabajo propone areas idéneas de presencia de Coccidioides spp. mas
restringidas. Esto supondria una gran ventaja ya que reduciria el area de estudio para llevar a cabo
muestreos dirigidos.

Palabras clave: Coccidioides spp., Chaetodipus fallax, Dipodomys simulans, Neotoma lepida, Peromyscus
maniculatus, modelacidn de nicho ecoldgico, variables bioldgicas, Maxent.
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Abstract of the thesis presented by Pamela Ocampo Chavira as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Science with orientation in Microbiology.

Potential distribution models of Coccidioides spp. in Baja California.

Abstract approved by:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Thesis Director

Valley Fever is a mycosis, whose incidence has increased in the last years in the endemic regions of
California and Arizona. The disease is caused by Coccidioides spp. and it affects mainly mammals,
including humans. The detection of Coccidioides spp. from soil samples has been challenging, mostly
because we lack information about its ecological niche, which makes it very difficult to perform directed
sampling. It has been suggested that rodents act as reservoirs for the fungus; yet, rodent distribution has
not been taken into account in previous models of the potential distribution of Coccidioides. Hence the
main goal of this work was to include the potential distribution of Chaetodipus fallax (San Diego pocket
mouse), Dipodomys simulans (Dulzura kangaroo rat), Neotoma lepida (Desert woodrat) and Peromyscus
maniculatus (Deer mouse), as well as bioclimatic and soil variables, to model using Maxent and GIS the
potential distribution of Coccidioides in the endemic states of Baja California in Mexico, and California
and Arizona in the United States. Results obtained when using only abiotic variables showed that, when
overlapping a map for California and Arizona showing counties with reported cases of Valley Fever, a
good match between high probability of habitat suitability predicted by the model and counties with the
highest incidence of the disease was obtained. In comparison with GARP generated models, in the model
generated here with Maxent, the habitat suitability regions appeared more delimited, thus minimizing
the area to carry out directed soil sampling. No apparent differences were observed when both abiotic
and biotic variables were used, suggesting that the four species of rodents do not have a great influence
in restricting the geographic range of Coccidioides potential occurrence, and that those rodent species
probably do not have a species-specific relationship with Coccidioides.

Keywords: Coccidioides spp., Chaetodipus fallax, Dipodomys simulans, Neotoma lepida, Peromyscus
maniculatus, ecological niche modeling, biological variables, Maxent.
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Capitulo 1. Introduccion

La coccidioidomicosis (CM), también conocida como fiebre del valle, es una enfermedad micdtica
endémica de zonas aridas y semi-aridas, exclusiva del continente americano (Figura 1) (Nguyen et al.,
2013). Aunque se han reportado casos de CM en Europa y Asia, la mayoria corresponden a viajeros que
contrajeron la enfermedad en América (Kantarcioglu et al., 2014; Chen, 1991). Esta micosis afecta a
mamiferos incluyendo al humano y es causada por los hongos Coccidioides immitis y C. posadasii, que
hasta el momento representan las Unicas especies conocidas del género Coccidioides (Nguyen et al.,

2013).

Con base en la alta prevalencia de CM, se consideran zonas endémicas de mayor importancia el
sur de California y Arizona, en Estados Unidos, y los estados de Sonora, Nuevo Ledn, Coahuila y Baja

California, en México (Baptista-Rosas & Riquelme, 2007).

B Areas endémicas
Areas no endémicas

Figura 1. Zonas endémicas de coccidioidomicosis. Modificado de Hector & Laniado, 2005.

1.1 Ciclo biolagico de Coccidioides spp.

Coccidioides es un hongo dimorfico, cuya fase saprobia se desarrolla en el suelo, donde presenta
un crecimiento micelial y forma artroconidios; estas esporas representan la parte infectiva del ciclo, ya

gue son diseminadas por el viento, pudiendo ser inhaladas por un hospedero, y bajo condiciones



elevadas de CO, y temperatura de 37°C puede iniciar la fase parasitica dentro de los pulmones del
hospedero (Figura 2). Alli, los artroconidios se diferencian en esférulas, mismas que al madurar forman
endosporas en su interior, y a su vez al romperse, cada endospora puede formar una esférula nueva
(Cole & Sun, 1985). En una ruta alterna el hongo puede ser adquirido por roedores, los cuales no sufren
la enfermedad a pesar de retener esférulas viables pero inactivas. Asi, cuando el roedor envejece y
muere, el hongo puede reactivarse y colonizar el ambiente dentro de la madriguera, ya que esta provee
las condiciones favorables para su crecimiento, tales como humedad, temperatura relativamente
estable, nutrientes en forma de residuos nitrogenados, heces y otras proteinas derivados del roedor

(Nguyen et al., 2013)

Ruptura de esférula
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Figura 2. Ciclo de vida de Coccidioides spp. Modificado de Nguyen et al., 2013.

1.2 Incidenciay aislados clinicos vs ambientales

Se consideran enfermedades infecciosas emergentes aquellas nuevas en una poblacidon o que ya
existen, pero cuya incidencia o rango geografico ha incrementado rapidamente (Kirkland & Fierer, 1996).
Este es el caso de la CM. En los ultimos afios el nimero de casos ha incrementado considerablemente en
California y Arizona (Hector et al., 2011). En el periodo de 2001 a 2010, el departamento de salud de
California reportd un incremento en la incidencia de CM de 4.3 a 11.6 casos por cada 100,000 habitantes

y en Arizona de 12 a 58.2 casos (Garcia-Garcia et al., 2014). Uno de los primeros estudios sobre casos de



CM adquirida por soldados en campos de entrenamiento del Valle de San Joaquin, California durante la
segunda guerra mundial, reportd desde casos asintomaticos, hasta casos con lesiones cutaneas tipo
eritema nodoso (Smith & Beard, 1946), las cuales se caracterizan como nédulos dolorosos de color rojo
en la piel. Alrededor del 60% de los individuos afectados por CM no presentan sintomas, el 40%
presentan principalmente manifestaciones pulmonares y en menor porcentaje (del 1% al 5%) la
enfermedad es diseminada afectando cualquier drgano, aunque se ha reportado con mayor prevalencia

en la piel, en el sistema nervioso central y en el sistema musculo-esquelético (Garcia-Garcia et al., 2014).

En México, segun la informacién epidemiolégica previa al afio 1994, se estimaron mas de 1,500
casos de CM pulmonar anuales y 15 casos de micosis diseminada fuera de los pulmones (Baptista-Rosas
et al.,, 2007). Actualmente se carece de datos epidemioldgicos de CM, ya que desde 1995 esta
enfermedad fue excluida del informe para el registro epidemioldgico nacional, por lo que su reporte dejé

de ser de caracter obligatorio (Baptista-Rosas & Riquelme, 2007).

A pesar del aumento en la incidencia de esta enfermedad y de su interés debido al impacto en Ia
salud publica, se conoce muy poco sobre el ambiente donde se desarrolla Coccidioides spp. (Barker et al.,
2012). Los aislados ambientales de Coccidioides spp. han sido muy escasos en contraste con los aislados
clinicos; esto podria deberse a la falta de muestreos dirigidos como resultado de la poca caracterizacion
de su nicho ecoldgico (Baptista-Rosas et al., 2012). Los primeros estudios de campo para conocer el
habitat de Coccidioides se realizaron en 1932, donde se aislé por primera vez a partir de muestras de
suelo (Stevens, 1980). El interés por conocer el habitat de Coccidioides tuvo un auge de los afos 1950 a
1970, sin embargo, el avance en el darea de medicina provocdé una tendencia hacia el estudio del hongo
en su ambiente parasitico, es decir en los pulmones de hospederos. Posteriormente, gracias al avance de
tecnologias moleculares, tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), fue posible detectar
DNA de Coccidioides spp. a partir de muestras de suelo; esto devolvio el interés por estudiar al hongo en
su habitat ambiental a finales de los 90s y principios del siglo XXI (Fisher et al., 1999; Greene et al., 2000;

Daniels et al., 2001; De Macedo et al., 2011; Lauer et al., 2012).



1.3 Factores biodticos y abidticos que influyen en el desarrollo de Coccidioides

spp.

Factores como la duracion y cantidad de precipitacién, humedad disponible, temperatura y
humedad del suelo, alcalinidad y contenido de materia organica del suelo, exposicién a radiacién solar y
competencia con otros microorganismos y plantas influyen en el crecimiento de Coccidioides spp. (Fisher
et al., 2007). También se ha reportado una relacién entre eventos meteoroldgicos tales como la cantidad
y duracion de la precipitacion, y el nimero de casos de CM (Kolivras et al., 2001; Comrie, 2005; Baptista-
Rosas et al., 2010; Tamerius & Comrie, 2011). Otro factor importante es la presencia de roedores ya que
se ha propuesto que son posibles reservorios del hongo (Emmos & Ashburn, 1942; Catalan-Dibene et al.,
2014). Adicionalmente se cree que en el interior de sus madrigueras, se establece un microclima que
contribuye a una mayor estabilidad en caracteristicas fisico-quimicas que el suelo superficial y favorece

la proliferaciéon y permanencia de la diversidad fungica (Vargas-Gastélum et al., 2015).

1.4 Modelos de nicho ecologico (MNE) como herramienta para conocer la

distribucion potencial de una especie

Los modelos de nicho ecoldgico (MNE) son una herramienta numérica que relaciona, a través de
un algoritmo, los puntos de ocurrencia geo-referenciados con las variables ambientales en esos puntos y
el resultado es proyectado a un espacio geografico (Elith & Leathwick, 2009). El producto da a conocer
las zonas geograficas donde las variables ambientales son similares a aquellas donde se registré la
ocurrencia de la especie, lo cual permite identificar el nicho fundamental de la especie (Hutchinson,
1959); es decir zonas de distribucién potencial de la especie, donde las condiciones ambientales son
aptas para que la especie esté presente. Estos modelos han sido ampliamente utilizados en
epidemiologia ya que permiten predecir la distribucion de patdgenos, vectores y reservorios, e

identificar regiones con riesgo potencial de exposicidn (Purse & Golding, 2015).

Existen distintos algoritmos para generar MNE y una manera de clasificarlos es segtn los datos
de distribucion que requieren como datos de entrada (Pearson, 2008). Algunos utilizan solamente
presencias, como BioClim, donde el area ocupada por algun porcentaje de los puntos de ocurrencia de

una especie, se analiza en cada variable ambiental, creando asi, rangos de tolerancia de la especie para



cada variable. Estos rangos son utilizados para generar una regla de decisién para predecir donde puede

ocurrir la especie, fuera de esa area.

Otros algoritmos utilizan presencia y pseudoausencia, como GARP (Genetic Algorithm for Rule-set
Prediction), que para crear puntos de pseudoausencia selecciona puntos aleatorios o en zonas donde las
variables ambientales son muy diferentes a donde hay puntos de presencia. Creando asi dos conjuntos
de datos para comparar su relacién con las variables ambientales. Los modelos se generan a través de la
iteracion de algoritmos con un enfoque de inteligencia artificial, donde cada algoritmo produce una regla
y el conjunto de ellas determinara la distribucién potencial de la especie (Townsend, 2001). También hay
algoritmos que requieren presencia y ausencia como datos de entrada; sin embargo, los datos de
ausencia son escasos y muy dificiles de obtener (Soberdon & Townsend, 2005). Finalmente, hay
algoritmos que utilizan presencia y “fondo” como MaxEnt, el cual contrasta datos de presencia con las
variables ambientales disponibles para la especie, conocido como fondo (background). Este algoritmo
ubica mediante un enfoque de aprendizaje automdtico, la zona de probabilidad de distribucion
con maxima entropia, es decir la mas extendida e uniforme, basandose en la relacién de los puntos de
ocurrencia y las variables ambientales disponibles. Se ha reportado que MaxEnt, aparte de generar
modelos detallados, es capaz de determinar la importancia de cada variable ambiental en la prediccion
del modelo (Ortega-Huerta & Townsend, 2008) empleando una prueba denominada “Jackknife”.
También tiene la capacidad de generar MNE con mejor prediccién que otros algoritmos, a partir de un
numero limitado de puntos de ocurrencia (Pearson et al., 2007). La prueba Jackknife es una de las
técnicas mas comunes de remuestreo y consiste en calcular un parametro estadistico de interés para un
subconjunto de datos disponibles (Walsh, 2000). En Maxent, esta prueba se utiliza para estimar la
importancia de cada variable ambiental utilizada para la construccion de un modelo, donde cierto
numero de modelos son generados excluyendo cada variable por turnos, de tal manera que el modelo se
construye con las variables restantes. Adicionalmente se construyen modelos utilizando cada variable en
aislamiento. El resultado es una grafica donde en el eje Y se muestran el total de variables utilizadas para
el modelo y en el eje X la contribucién al modelo al utilizar todas las variables pero excluyendo sélo una
(linea azul claro), asi como la contribucién de cada variable utilizada en aislamiento (linea azul fuerte)

(Phillips, 2005) ver anexo 3.



1.5 Caracteristicas topograficas y su influencia en microclimas

Los factores edaficos y topograficos son considerados criticos, ya que se ha reconocido que tienen una
gran influencia sobre la temperatura y humedad del suelo (Cochran, 2010), debido a que pueden
modificar los contrastes de pluviosidad creando microclimas (Ferreras & Fidalgo, 2014). También tienen
influencia sobre los patrones del viento y proveen sitios de exposicion o de resguardo (Hogan, 2012).
Otros factores que intervienen en la temperatura y humedad del suelo son el grado de exposicion solar,

altitud, tipo de suelo y cobertura vegetal, ademas de eventos meteoroldgicos como cobertura de nubes,

precipitacién y vientos (Cochran, 2010).



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Modelo de nicho ecolégico de Coccidioides spp.

En estudios previos se generaron MNE para Coccidioides utilizando el algoritmo GARP (Baptista-
Rosas et al., 2007). En un primer modelo se utilizaron variables climaticas y 18 puntos de ocurrencia de
Coccidioides (16 de Arizona, 1 en California y 1 en Sonora). En el segundo modelo se utilizaron los
mismos puntos de ocurrencia pero con variables bioclimaticas y variables topograficas. Al sobreponer en
un SIG (Sistema de informacion geografica) cada modelo con datos epidemiolégicos georeferenciados, se
obtuvo una mayor correlacion de los registros epidemioldgicos con el modelo que incluia variables
topograficas. En estudios posteriores, se detecté por métodos de PCR anidada, la presencia de
Coccidioides spp. en muestras de suelo (superficiales y de madrigueras) obtenidas en zonas de alta
probabilidad de ocurrencia (Hotspots), segun los modelos generados en 2007, perteneciendo a zonas en
Valle de las Palmas (VDP), Tecate y San José de la zorra (SJZ), en el municipio de Ensenada, Baja California
(Baptista-Rosas et al., 2012). Aunque no se encontré una relacion directa entre presencia o ausencia de
Coccidioides y suelo de madrigueras o superficial, se reportd que las zonas donde se llevaron a cabo los

muestreos presentaron gran abundancia de madrigueras activas de roedores.

2.2 Coccidioides spp. y roedores

Recientemente, se determind la diversidad fungica en dos micro habitats en VDP: madrigueras
activas de roedores y suelo superficial (Vargas-Gastélum et al., 2015). Se encontré que en distintas
estaciones (verano e invierno) la estructura de la comunidad fungica, es menos variable dentro de
madrigueras que en el suelo superficial. Adicionalmente, se confirmd la presencia de Coccidioides spp. y
se observé que existe mayor prevalencia dentro de madrigueras activas que en el suelo superficial. De 40
muestras en total, se detectd Coccidioides spp. en 11; de las cuales 9 correspondieron a muestras dentro
de madrigueras y 2 en suelo superficial. Con base en estos resultados, los autores sugirieron que la
presencia o ausencia del hongo puede estar asociada al micro habitat dentro de las madrigueras, ademas

que la estabilidad en la comunidad fungica podria favorecer su presencia.
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Utilizando el método de ELISA, se detectaron anticuerpos contra Coccidioides spp. en el suero de
dos especies de roedores: ratdon ciervo (Peromyscus maniculatus) y rata cambalachera desértica
(Neotoma lepida) en VDP, Baja California, México (Catalan-Dibene et al., 2014), en la zona donde se
habia detectado previamente Coccidioides spp. en muestras de suelo (Baptista-Rosas et al., 2012). Los
autores sugieren que la resistencia que presentan estas especies a la enfermedad, podria proponerlas
como hospederos o reservorios. De las especies de roedores que se colectaron, también se identificaron
el raton de abazones de San Diego (Chaetodipus fallax) y la rata canguro de dulzura (Dipodomys
simulans), mas no se detectd la presencia de anticuerpos contra el hongo. Los autores atribuyeron esta
falta de deteccién a la utilizacion de anticuerpos secundarios de ratdon comdn (mus musculus) ya que
pertenece a una familia filogenéticamente mas distante a la familia que incluye a C. fallax y D. simulans
(Heteromyidae). Sin embargo, tiene una relacion filogenética mas estrecha con la familia Cricetidae, a la
cual pertenecen las especies N. lepida y P. maniculatus, especies que presentaron anticuerpos contra el

hongo.

No obstante, se han detectado lesiones granulomatosas causadas por Coccidioides spp. en
pulmones de roedores pertenecientes a estos géneros, sin embargo la naturaleza crénica de estas
lesiones sugiere a estos roedores como reservorios naturales, ya que no mueren por CM (Emmons &

Ashburn, 1942).



Capitulo 3. Justificacion

A pesar de su impacto en la salud publica, se conoce muy poco sobre el ambiente donde se
desarrolla Coccidioides spp. y conocer su distribucién es de suma importancia para delimitar zonas de
riesgo a la salud. Actualmente se cuenta con muy pocos puntos de ocurrencia de Coccidioides spp.
registrados a partir de muestras ambientales, por lo que es necesario incrementar el nimero de puntos
de ocurrencia para obtener MNE mas robustos y proporcionar sitios de muestreos dirigidos para futuras
investigaciones. Algo que no ha sido tomado en cuenta para modelar la distribucién potencial de
Coccidioides spp. es la distribucion de roedores. Contemplarla es de suma importancia, debido a que son
considerados reservorios del hongo y sus madrigueras proveen condiciones favorables para su

desarrollo.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Modelar la distribucién potencial de Coccidioides spp. en los estados de Baja California,
Arizona y California mediante modelos de nicho ecoldgico y sistemas de informacion geografica,

tomando en cuenta la distribucién potencial de C. fallax, D. simulans, N. lepida, y P. maniculatus.

4.2 Objetivos particulares

1. Obtener modelos de distribucion potencial de Coccidioides spp., C. fallax, D. simulans, N. lepida y
P. maniculatus, identificando las variables ambientales que tienen mayor efecto sobre la

distribucion de Coccidioides spp.

2. Identificar zonas donde se traslapen los hotspots de los modelos del hongo y roedores.

3. Obtener un modelo de distribuciéon potencial de Coccidioides spp. utilizando como variables
biolégicas los modelos de distribucion potencial de C. fallax, D. simulans, N. lepida y P.

maniculatus.

4, Identificar caracteristicas topograficas que puedan dar lugar a microclimas en hotspots de

Coccidioides spp., segun el MNE.

5. Determinar molecularmente la presencia de Coccidioides spp. en hotspots y de este modo

contribuir al nUmero de puntos de ocurrencia en BC.
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Capitulo 5. Hipétesis

Al incluir la distribucién potencial de roedores como variable bidtica en un MNE de Coccidioides
spp, se obtendran sitios de alta probabilidad de ocurrencia mas restringidos. Los resultados serviran

como base para llevar a cabo muestreos dirigidos.

Los hotspots obtenidos a partir del MNE de Coccidioides spp. presentaran caracteristicas

topograficas similares.
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Capitulo 6. Metodologia

6.1 Recopilacion y procesamiento de datos de entrada

6.1.2 Variables ambientales

A partir de la base de datos de WorldClim (http://www.worldclim.org/current) se descargaron

capas tematicas de mapas correspondientes a las variables bioclimaticas enlistadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Variables bioclimaticas de Worldcilm.

Variable Descripcion
Bio 1 Temperatura media anual
Bio 2 Rango de temperatura diurno medio (Temperatura maxima - temperatura minima)
Bio 3 Isotermalidad ((Bio 2/Bio 7)(*100))
Bio 4 Estacionalidad de la temperatura (desviacion estandar *100)
Bio 5 Temperatura maxima del mes mas calido
Bio 6 Temperatura minima del mes mas frio
Bio 7 Rango de temperatura anual (Bio 5 - Bio 6)
Bio 8 Temperatura media del trimestre mds humedo
Bio 9 Temperatura media del trimestre mas seco
Bio 10 Temperatura media del trimestre mas calido
Bio 11 Temperatura media del trimestre mas frio
Bio 12 Precipitacion anual
Bio 13 Precipitacion del mes mas lluvioso
Bio 14 Precipitacion del mes mas seco
Bio 15 Estacionalidad de precipitacion (coeficiente de variacion)
Bio 16 Precipitacion del trimestre mas humedo
Bio 17 Precipitacion del trimestre mas seco
Bio 18 Precipitacion del trimestre mas calido
Bio 19 Precipitacion del trimestre mas frio

Las capas fueron generadas por Worlclim, interpolando en una cuadricula de 30 arcosegundos

de resolucion, los datos mensuales promedio de precipitacion y de temperatura obtenidos de

estaciones meteoroldgicas. Estos datos incluyen precipitacién total mensual, y temperaturas media,
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minima y maxima mensual, a partir de los cuales se derivan las 19 variables bioclimaticas. Estas
variables representan tendencias anuales, estacionales y extremas o factores ambientales limitantes, por
lo cual se consideran variables biolégicamente significativas y han sido ampliamente utilizadas en el

modelado de nicho ecolégico.

Se descargo el modelo digital de elevacion GTOPO30 a partir de http://earthexplorer.usgs.gov.
Los mapas de disponibilidad de nutrientes y capacidad de retenciéon de nutrientes se obtuvieron de la
base de datos “Harmonized World Soil Database v 1.2 (http://www.fao.org/soils-portal/soil-survey/soil-

maps-and-databases/harmonized-world-soil-database-v12/en/).

Las distintas caracteristicas de suelo que se utilizaron para generar estos mapas se muestran en la Tabla
2. Todas las variables ambientales tienen una resolucién de 30 arcosegundos y fueron descargadas en

formato raster.

Tabla 2. Caracteristicas de suelo utilizadas para la elaboracion de las capas de calidad de suelo.

Mapas Caracteristicas del suelo

Disponibilidad de nutrientes (SQ1) Textura de suelo, carbon orgdnico, pH, bases
intercambiables totales.

Capacidad de retencién de nutrientes (SQ2) Carbdn organico, textura de suelo, saturacion
de bases, capacidad de intercambio idnico y
fraccién de arcilla.

A partir de mapas de divisién politica de México y Estados Unidos, descargados del portal de
CONABIO y la pagina web www.census.gov, respectivamente, y utilizando el programa Quantum GIS
version 2.8Wien, se extrajeron los poligonos correspondientes a los estados de Arizona, California y Baja
California. Posteriormente se unieron en un solo archivo tipo shape y se utiliz6 como molde para cortar
los mapas globales de Worldclim y obtener la informacidon de cada variable en el drea de estudio (Figura
4); para este procedimiento se utilizé la herramienta “Clip”. El MDE y las capas de calidad del suelo
fueron procesadas con la herramienta “Extraer por mascara”, de manera que el tamafio de pixel en
todas las capas fuera el mismo. La capa bioclimatica BIO2 del area de estudio fue empleada como
mascara en este procedimiento. Las capas fueron transformadas a formato ASCII (.asc) para utilizarlas

como datos de entrada en el programa Maxent version 3.3.3k.
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6.1.3 Puntos de ocurrencia

Los puntos de ocurrencia de C. fallax, D. simulans, N. lepida, y P. maniculatus fueron descargados
del portal GBIF (Global Biodiversity Information Facility) y depurados eliminando puntos repetidos,
puntos sin datos de localidad y aquellos que geograficamente estuvieran fuera de alguna de las capas
ambientales, posiblemente debido al rango de error de los GPS utilizados por los usuarios. Finalmente,
los archivos se guardaron en formato de valores separados por comas (.csv) para utilizarlos como datos

de entrada en el programa Maxent.

Los puntos de ocurrencia de Coccidioides spp. fueron proporcionados por los colaboradores B.
Barker de TGEN, Flagstaff y J. Taylor de la Universidad de California Berkeley (comunicacion personal) y
adquiridos de datos publicados por Lauer et al., 2014 y Catalan-Dibene et al., 2014. Finalmente los
archivos se guardaron en formato de valores separados por comas (.csv) para utilizarlos como datos de

entrada en el programa Maxent.

6.2 Seleccion de variables

Utilizando el software Maxent versién 3.3.3k se corrieron 50 réplicas para cada especie

utilizando las 22 variables ambientales descargadas y se selecciond llevar a cabo la prueba Jackknife.

Con el fin de evitar el sobreajuste del modelo, se seleccionaron las dos variables de mayor
importancia para cada especie segun la prueba Jackknife (Tabla 3) y que no estuvieran altamente
correlacionadas, obteniendo un total de 8 variables. Para consultar los resultados de la prueba Jackknife

ver anexo 3.
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Tabla 3. Variables de mayor importancia para cada especie segun la prueba Jackknife.

Especie Mayor ganancia en aislamiento Menor ganancia al omitirla
Coccidioides spp BIO19 DEM
C. fallax BIO8 BIO18
D. simulans BIO11 BIO17
N. lepida BIO18 BIO18
P. maniculatus BIO5 BIO15

Para identificar variables correlacionadas, en QGIS, se construyé un poligono alrededor de la
zona de estudio y se generaron 3000 puntos al azar, de los cuales 968 resultaron dentro de la zona de
estudio (ver Anexo 1). Utilizando la herramienta Point Sampling se extrajeron los valores de las 22
variables ambientales en cada uno de los puntos aleatorios. Con el software matlab versiéon 2009, se
determind el coeficiente de correlacién de Pearson de las 22 variables utilizando los valores extraidos
anteriormente. Las variables con una correlacion mayor a 0.8 (ver Anexo 2), fueron clasificadas como
variables altamente correlacionadas, sin embargo las 8 variables seleccionadas no presentaron

correlacion mayor a 0.8.

Tabla 4. Variables ambientales utilizadas para la construccidon de los MNE de Coccidioides spp., C. fallax, D.
simulans, N. lepida, y P. maniculatus.

Bio 5 Temperatura maxima del trimestre mas caliente.
Bio 8 Temperatura media del trimestre mdas humedo.
Bio 11  Temperatura media del trimestre mas frio.

Bio 15  Estacionalidad de la precipitacion.

Bio 17  Precipitacion del trimestre mas seco

Bio 18  Precipitacion del trimestre mas caliente.

Bio 19  Precipitacion del trimestre mas frio.

MDE Modelo Digital de Elevacion.
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6.3 Modelos de distribucion potencial

Utilizando el software Maxent versiéon 3.3.3k se corrieron 50 réplicas para cada especie,
utilizando el 85% de los puntos de ocurrencia para construir el modelo y el 15% para probarlo. Para
evitar repetir los puntos de prueba en cada corrida, se selecciond la opcién “random seed”. Se seleccioné
la opcién de resultados tipo “logistica”, la cual proporciona una estimacién entre 0 y 1 de probabilidad
de presencia. Para todas las especies se utilizaron las mismas variables ambientales y parametros (Tabla
4). Como resultado el programa genera un mapa de distribucién potencial en formato .asc conformado
de pixeles con valores continuos entre 0 y 1, siendo 1 la probabilidad de obtener las condiciones

ambientales dptimas para la ocurrencia de la especie.

6.3.1 Evaluacion de modelos

Para la evaluacién des modelos se utilizan dos tipos de pruebas: Una para cuantificar el
desempeno de prediccion del modelo, es decir la capacidad del modelo para predecir correctamente
presencias y ausencias, y pruebas para cuantificar la significacion estadistica, es decir si la prediccion del
modelo es mejor que una prediccion al azar. Para el primer tipo de evaluacién se utiliza la curva ROC
(Receiver Operating Characteristic), que representa la proporcién de verdaderos positivos en el eje Y
(sensibilidad) y falsos positivos en el eje X (1-especificidad). En otras palabras, con este tipo de andlisis
podemos conocer la proporcién de zonas predichas como favorables donde hay registros de presencia
en funcién de zonas predichas como favorables aunque sin registros de presencia. Un modelo con alta
capacidad de distinguir presencias de pseudoausencias (informacion de fondo) se caracteriza por
presentar alta sensibilidad y alta especificidad. Se espera que en la curva ROC los valores de sensibilidad

aumenten a partir de (0,0), aproximandose a (0,1) para continuar hacia (1,1) (Figura 3) (Phillips, 2005).

El area bajo la curva (AUC) ROC es la medida que se utiliza para evaluar el poder predictivo del
modelo, el cual puede tomar valores entre 0 y 1, entre mas cercano a 1 sea el AUC mejor la prediccion
del modelo (Figura 3). Una medida cualitativa para interpretar los valores de AUC se muestran en la

Tabla 5.



Tabla 5. indices cualitativos para la evaluacién del AUC de la ROC (Modificado de Swets, 1988).
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Figura 3. Interpretacién de la curva ROC.
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Para cuantificar la significacion estadistica se utilizan los graficos de omisién, donde se muestra

la variacién de la tasa de omisidn, es decir la tasa en la que el modelo predice erroneamente ausencias

(falsos negativos) para los datos utilizados en la construccién del modelo y el area predicha. Se espera

gue la tasa de omisién de los datos sea similar a la tasa de omisiéon predicha.
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6.4 Traslape de Modelos de distribucidon potencial

Se llevd a cabo un traslape de modelos de distribucidon potencial mediante algebra de mapas, con
la finalidad de identificar zonas donde coincidiera la distribucion potencial de todas las especies. Los
modelos adquiridos anteriormente se transformaron de mapas continuos a mapas binarios
estableciendo un valor umbral, a partir del cual las zonas con probabilidad igual o mayor al umbral se
clasificaron como “zonas favorables” para la especie y aquellas zonas con probabilidad menor al umbral

como “zonas no favorables”.

Un método subjetivo para determinar el valor umbral es Least training presence threshold
propuesto por Pearson en 2007 (Townsend et al., 2011). El método supone que la presencia de especies
se restringe a sitios donde la probabilidad es por lo menos igual o mayor que en sitios donde la especie
ha sido observada. Debido a que Coccidioides spp. y las cuatro especies de roedores han sido
identificados previamente en el poblado de VDP (Baptista-Rosas et al., 2012; Catalan-Dibene et al., 2014;
Vargas-Gastélum et al., 2015) se tomé como umbral el valor de probabilidad en esa zona para cada

especie, tomando como base los modelos generados (Tabla 6).

Tabla 6. Valor umbral para la transformaciéon de mapas continuos a binarios.

Especie Valor umbral
Coccidioides spp. 0.208
C. fallax 0.288
D. simulans 0.242
N. lepida 0.484
P. maniculatus 0.485

Utilizando la herramienta Raster Calculator en QGIS se transformaron los mapas continuos a

binarios utilizando la siguiente expresion:

(“MNEspp1” 2 Valor umbral ) * (1) + (“MNEspp1” !) * (0) (1)
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Donde de los pixeles del MNE de una especie (“MNEspp1”) con valores mayor o igual que el
umbral (= valor umbral), se les asigné el valor de uno ( *(1)). Adicionalmente (+) los pixeles del MNE de la

especie que no fueran iguales o mayor que el umbral (“MNEspp1”!) se les asignd el valor de cero (*(0)).

Se asignaron los valores de 1, 10, 100, 1,000, y 10,000 a aquellos pixeles con valores mayores
qgue el umbral establecido para Coccidioides spp., C. fallax, D. simulans, N. lepida, y P. maniculatus,
respectivamente. Una vez generados los mapas binarios de cada especie, se sumaron para obtener como

resultado el traslape de MNE de todas las especies.

6.5 MINE de Coccidioides spp. utilizando la distribucion potencial de roedores

como variables bidticas

Se generd un modelo de distribucién potencial de Coccidioides spp. utilizando los mismos ajustes
del programa Maxent mencionados anteriormente. Se emplearon las 8 variables ambientales listadas en
la Tabla 4 y se incluyeron los modelos de distribucion potencial de los roedores como capas bidticas

(mapas continuos en formato .asc).

6.6 Aspectos topograficos en las zonas iddneas para Coccidioides

Utilizando la herramienta Terrain analysis de QGIS Wien 2.8, se calcularon el angulo y la
orientacion de las pendientes dentro de las zonas iddneas para Coccidioides spp. asi como el indice de

rugosidad del suelo.

La pendiente es una medida de la inclinacién del terreno, expresada en grados o en porcentaje y
representa un medio por el cual la gravedad permite el flujo de agua y suelo. El grado de inclinacidn es
un factor que altera la velocidad de este flujo teniendo un efecto sobre el contenido de agua en el suelo
y erosion potencial, entre otros procesos importantes. Se calcula midiendo la tasa de cambio de la
elevacion en direccion al descenso mas pronunciado, comparando el valor de un pixel con 8 pixeles

circundantes.
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De acuerdo con las pendientes, el suelo recibe insolacidon con un periodo e intensidad diferentes
segln su orientacién, creando asi un rango de microclimas (Holland & Steyn, 1957). En general en el
hemisferio norte, los suelos con pendientes orientadas al sur reciben mas luz solar convirtiéndose en
suelos aridos y calientes, mientras que los suelos con pendientes orientadas al norte retienen mas
humedad y son menos calientes (Maren et al., 2015). Incluso en areas con pendientes moderadas, es
posible encontrar gradientes significativos en la humedad del suelo, asi como en la temperatura del aire

y suelo cercanos a la superficie (Bennie et al., 2008).

6.7 Sitios de muestreo

Las zonas idéneas para Coccidioides spp. y las cuatro especies de roedores coinciden solamente
en la region de VDP, segun el mapa de traslape de MNE. Debido a que se han llevado a cabo muestreos
previos por Baptista-Rosas et al., 2012 en esa zona, no se seleccionaron sitios de muestreo basandonos
en el traslape de MNE. No obstante, utilizando como base el MNE de Coccidioides que incluye la
distribucidn potencial de roedores como variable bioldgica, se seleccionaron como sitios positivos zonas
con mayor probabilidad de idoneidad, localizados al norte de la Sierra Cucapah y lado oeste del cerro El
Centinela en Mexicali B.C. Como sitio negativo se selecciond una zona en Ojos Negros, Ensenada, donde
la probabilidad de idoneidad es cercana a O (Figura 4). En la figura 5 se observa de color rojo areas de
probabilidad de idoneidad mayores que el umbral y en verde las zonas de mayor probabilidad (=0.25) vy

los sitios de muestreo se identifican con una flecha blanca.
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Figura 4. Sitios de muestreo con base al MNE de Coccidioides que incluye variables bidticas y abidticas. De manera
similar a los proximos mapas, la paleta de colores indica en rojo las zonas de mayor probabilidad de idoneidad (1) y
en azul cian las de menor (0).
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Figura 5. Acercamiento al mapa de sitios de muestreo. En rojo se observan las zonas idéneas para Coccidioides spp.
y en verde las zonas de mayor probabilidad de idoneidad (=0.25).

6.7.1 Muestreo

Los muestreos se llevaron a cabo en &reas aproximadamente de 100m? y fueron dirigidos a

madrigueras activas de roedores, aquellas sin evidencia de telarafias u objetos que obstruyen la entrada.

Posteriormente utilizando un boroscopio (Medit INC), se inspecciond el interior de las madrigueras para

corroborar que no estuvieran obstruidas. Se colectaron aproximadamente 50 g de suelo en botes

estériles de plastico con tapa rosca utilizando una cuchara metalica de 30 cm de longitud. Las muestras

se colectaron a una profundidad entre 10 cm y 15 cm en el interior de la madriguera. Se lavé la cuchara

metalica con H,04q, cloro al 10% y etanol antes de colectar cada muestra (Figura 6). Se almacenaron las

muestras dentro de una hielera con hielo para su traslado y una vez en el laboratorio se almacenaron a -

80°C. Se colectaron un total de 60 muestras de suelo.
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Figura 6. Recoleccion de muestras donde A) Representa un ejemplo de madriguera activa de roedor, B) La
corroboracién de que la madriguera no estuviera obstruida, C) La toma de muestra D) El lavado del material entre
cada toma de muestras, E) El envase donde se almacend la muestra y F) El cucharén recolector.

6.8 Extraccidn y purificacion de DNA a partir de muestras de suelo

La extraccion de DNA total a partir de las muestras de suelo se llevd acabo utilizando el kit
comercial Powersoil DNA Isolation de MO Bio Laboratories Inc. siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente se midid la concentracion y pureza del DNA gendmico total a 260nm y empleando la

relacion A260/280 respectivamente, en un espectrofotometro Nanodrop LITE de Thermo Scientific .

6.9 Deteccion molecular de Coccidioides por PCR anidada

El DNA gendmico total extraido de cada muestra se ajusté a 10 ng/uL y se utilizé 1 pL como

templado para llevar a cabo la amplificacion de la regién ITS (Internal Transcribed Spacer) que
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comprende a una region del rDNA. Debido a que esta region no codifica para componentes ribosomales,
es altamente variable, con algunas excepciones (Gazis et al., 2011); por ello la regién ITS se ha propuesto
como el cddigo de barras por excelencia para hongos (Schoch et al., 2012) y estd conformado por las
regiones ITS1-5.85-ITS2 (=900 pb). Se utilizaron los oligonucleétidos sentido NSI1 5’-
GATTGAATGGCTTAGTGAGG-3’ y anti-sentido NLB4: 5’-GGATTCTCACCCTCTATGAC-3’ (Martin & Rygiewicz
2005; Baptista-Rosas et al., 2012). Como blanco y controles positivos se utilizd agua HPLC y DNA de N.

crassa cepa N1 y Coccidioides cepa 3242, respectivamente.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador T100™ de BIORAD, utilizando por
cada reaccion 4.0uL de GoTaqg Buffer [5x], 1.6uL MgCl, [25mM], 0.25uL de polimerasa GoTaq (Promega)
[5u/uL], 0.4pL de ANTP [10uM], 1uL de oligonucledtido sentido NSI1 [10 uM], 1ulL de oligonucledtido
anti-sentido NLB4 [10 uM], agua HPLC y DNA [10 ng/uL]. El protocolo a seguir fue: desnaturalizacion
inicial durante 2min a 95°C, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacidon a 95°C durante 30s, alineamiento
a 62°C durante 40s y extension a 72°C durante 1min, por ultimo se mantuvo la reaccién a 72°C durante
5min para la fase final de elongacion. La amplificacidén se corrobord por el método de electroforesis en
un gel de agarosa al 1%. Se corrieron 5 pL del marcador de peso molecular GeneRuler™ (1 kb) asi como

5 pL de controles y muestras a 65 volts por 30min.

Se realizé una dilucién 1:10 del producto de la primera amplificacion y se utilizé 1 pL de esta
dilucién como templado para llevar a cabo la amplificacion de la regién del rDNA ITS1 (=120 pb)
especifica para detectar Coccidioides spp. utilizando los oligonucleétidos sentido ITS1CF: 5’-
GTGGCGTCCGGCTGCGCACCTCCCCCGCGG-3’ y anti-sentido ITS1CR: 5’-
GCGCAAGGCGGGCGATCCCCGGCAGCC-3’) (Vargas-Gastelum et al., 2015). Como blanco y controles
positivo y negativo se utilizé agua HPLC, y ADN de Coccidioides cepa 3242 [10 ng/uL] y de N. crassa N1

[10ng/uL] respectivamente.

Se utilizaron los mismos reactivos a igual volumen y concentracién para las segundas PCRs, a
excepcidn de los oligonucledtidos y se siguid el siguiente protocolo: Desnaturalizacion inicial a 95°C por
2min, seguido por 30 ciclos de: desnaturalizacion a 95°C por 30s, alineamiento a 70°C por 40s y
extension a 72°C por 1min; por ultimo se mantuvo la reaccién a 72°C por 5min para la fase final de
elongacion. Se corrobord la amplificacién por el método de electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Se
corrieron 5 pl del marcador de peso molecular GeneRuler™ (100 pb), asi como del producto de PCR de

cada muestra y los controles, a 53 volts por 120 min.
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7. Resultados

7.1 Procesamiento de las variables ambientales y puntos de ocurrencia

Se generaron 22 mapas en formato ASCII, los cuales contienen la informacidn de cada variable
ambiental Unicamente en la zona de estudio. En la figura 7 se muestra un ejemplo del procedimiento

gue se siguid para cada variable.

Figura 7. Procesamiento de variables ambientales. A partir de los mapas globales se corté la zona de estudio de las
22 variables ambientales y se convirtieron a formato ASCII (.asc).

A partir de la recopilaciéon de coordenadas publicadas por Lauer et al., 2014 y Catalan-Dibene et
al., 2014, asi como las proporcionadas por los colaboradores B. Barker y J. Taylor se obtuvieron en total
45 puntos de ocurrencia de Coccidioides spp.; 11 en Baja California, 18 en California y 16 en Arizona

(Figura 8).



26

Ocurrencia de Coccidioides
+ Ocurrencia
México y EUA

m QOcéano Pacifico

Figura 8. Puntos de ocurrencia de Coccidioides spp. 11 en Baja California, 18 en California y 16 en Arizona.

A partir de la base de datos de GBIF y después de depurarse se obtuvieron 318 puntos de ocurrencia
correspondientes a C. fallax, 64 a D. simulans, 1,084 a N. lepida, y 4,172 a P. maniculatus (Figuras 9-12).

Ocurrencia de C. fallax

* Ocurrencia
México y EUA

B Océano Pacifico

Figura 9. Ocurrencia de C. fallax.



Ocurrencia de D. simulans
« Ocurrencia
México y EUA

B Océano Pacifico

Figura 10. Ocurrencia de D. simulans.

Ocurrencia de N. lepida
«  Ocurrencia
México y EUA

B Océano Pacifico

Figura 11. Ocurrencia de N. lepida.
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Ocurrencia de P. maniculatus

* Ocurrencia
México y EUA

B Océano Pacifico

Figura 12. Ocurrencia de P. maniculatus.

7.2 Modelos de distribucion potencial utilizando variables abidticas

A continuacién, se muestran los modelos de distribucion potencial de cada especie utilizando las
8 variables abidticas, asi como sus respectivas evaluaciones. Los colores en los mapas representan la

probabilidad de ocurrencia; en azul las de menor probabilidad y en rojo las de mayor.

7.2.1 Coccidioides spp.

La distribucién potencial de Coccidioides spp. (Figura 13) incluye la region de Central Valley, y las
regiones de Phoenix y Tucson en Arizona, siendo la region de California la que presenta mayores valores
de probabilidad (=0.89). En Baja California (Figura 14), la mayor probabilidad alcanza un valor de =0.25 y
corresponde al extremo noreste de la Laguna Salada, cercano a la ciudad de Mexicali. En la regién
noroeste de Baja California, colindante con la frontera entre EUA y México se localiza la segunda zona
con una probabilidad de ocurrencia de =0.22, entre las ciudades de Tijuana y Tecate, incluyendo el

poblado de VDP. Por ultimo se observa una coloracion amarillo muy tenue, correspondiente a
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probabilidades menores que 0.1 a lo largo de la costa oeste del estado, hasta unos kildmetros al sur del
poblado de San Quintin. De manera similar se presentaron valores bajos de probabilidad en el sur del
estado. EI AUC de la curva ROC es de 0.987, por lo que se sugiere un poder predictivo muy bueno. La tasa
de omisién calculada a partir de los datos es parcialmente igual a la prediccién cuando los valores

acumulativos del umbral son igual a 100 (Figura 15).

MNE Coccidioides (variables abioticas)

Probabilidad de Idoneidad - Ocurrencia
- 1.0 (@ Localidad
=N 075 Frontera
. - 05 [ | Méxicoy EUA
0.25 [ Océano Pacifico
0.0
J \
OB AN
Central Valley® %% .
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Phoenix
L .
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® A Tucson
Ensenada

San Q?juintin

Figura 13. Modelo de distribucidn potencial de Coccidioides spp. utilizando variables abidticas.
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Figura 14. Acercamiento a la regién noroeste de BC del modelo de distribucidon potencial de Coccidioides spp.
utilizando variables abidticas.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 1 10 1
08 1 09 4
08 1 08 4

z

07 1 07 1

<

S 2

H 1508 1

£ =z

15 ]

s 1505 1

z 2

£ o

204 1504 .

]

5

w03 1 03 b
02f 1 02 J
01F 1 o4 J
00 1 oo J

0.0 0.1 02 03 0.4 0.5 0.6 07 08 09 1.0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1- Specificity (Fractional Predicted Area) Cumulative threshold

Figura 15. Evaluacion del modelo de distribucidn potencial de Coccidioides spp. utilizando variables abidticas. A la
izquierda el grafico de sensibilidad vs 1-especificidad promedio de las 50 réplicas del MNE de Coccidioides spp. con
un AUC de .987. A la derecha el grafico de omisidn, donde la linea roja muestra el area total predicha usando
diferentes umbrales acumulativos. La linea azul claro muestra la variacién en la tasa de omision de los datos