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Abstract

Bats are the only group of mammals whit the ability to develop the flight.This displacement system
is more effective, however needs large amount of energy to be used, for this bat have developed
morphological and physiological adaptations as the lengthening of the phalanges, the development
of patagio and the gas exchange through in the patagio.

Mexico has 144 bat species 96 of these are present in the Oaxaca state, several studies of ecology
have been developed in this state, however the dermatology health of this group has not yet been
evaluated.

The objective of the following work was to indentify the presence of mycotic pathogens in four
points of the state, where bats are reported whit dermatological lesions on the wings. For them the
work is divided into two chapters. The first chapter approaches the pathological and molecular
identification of the pathogenic fungus Debaryomyces maramus infecting a Myotis velifer bat, in the
San Pedro Yolox community, Sierra Norte of Oaxaca. The chapter two approaches the design of a
endpoint PCR test for the indetification of Debaryomyces sp. and the application of the endpoint
PCR test for Pseudogymnoascus destructans agents that causes White nose sindrome as well as the
histopathology of the injuries show on bats of San Pedro Yolox, San Sebastian de las Grutas, San
Pedro Molinos y Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca.

The following work presents the first evidence of the presence of Debaryomyces sp. Y P. destructans
affecting bats in Mexico, as well the first time these diseases are detected in the Neotropical region
and affecting a species no reported as susceptible to them (Sturnira ludovici).



Resumen

Los murciélagos han sido el Unico grupo de mamiferos con la capacidad de desarrollar el
vuelo. Este sistema de desplazamiento es bastante efectivo sin embargo necesita de
grandes cantidades de energia para ser utilizado, es por esto que los murciélagos han
desarrollado adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas como el alargamiento de las falanges,
el desarrollo del patagio y el intercambio gaseoso a través del patagio.

México posee 144 especies de murciélagos, de las cuales 96 se encuentran en el estado de
Oaxaca. En el estado se han realizado diversos estudios sobre ecologia, sin embargo, aln
no se ha evaluado la salud dermatoldgica de este grupo.

El objetivo del siguiente trabajo fue identificar la presencia de patégenos micdticos en
cuatro localidades del Estado donde se reportaron murciélagos con lesiones dermatoldgicas
en las alas. El trabajo esta dividido en dos capitulos; el primer capitulo aborda la
identificacion histopatolégica y molecular del hongo Debaryomyces sp. infectando un
murciélago Myotis velifer, en la comunidad San Pedro Yolox, en la Sierra Norte de Oaxaca.
El capitulo dos aborda el disefio de una prueba de PCR de punto final para la identificacidn
de Debaryomyces sp, y la aplicacion de una prueba de PCR de punto final previamente
reportada para la deteccion de Pseudogymnoascus destrcutans agente causante del
sindrome de nariz blanca, asi como el analisis histopatoldgico de las lesiones mostradas en
murciélagos de San Pedro Yolox, en San Sebastian de las Grutas, San Pedro Molinos y Santa
Cruz Xoxocotlan, Oaxaca.

El trabajo presenta el primer reporte sobre la presencia de Debaryomyces sp. y P.
destructans afectando murciélagos en México, asi como la primera vez que estas
enfermedades son detectadas en la regidn neo-tropical afectando una especie no reportada
como susceptible a éstas (Sturnira ludovici).
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Introduccién General

Los quirdpteros han sido el unico grupo de mamiferos que han desarrollado la capacidad
para volar, si bien algunas ardillas como las del género Glaucomys o marsupiales como los
Petauros del azlcar (Petauros breviceps) tienen la capacidad de planear debido al desarrollo
de su patagio, distan mucho de poder volara per se (Grzimeck’s, 2004).
La capacidad de vuelo ha llevado a este grupo a desarrollar caracteristicas anatémicas y
fisioldgicas especiales que no se han visto en otro mamifero.

El esqueleto de los quirdpteros tiene un tamaino reducido presentando siete vértebras
cervicales, 11 toracicas y hasta 10 caudales, en algunas familias la ultima vértebra cervical
y la primera toracica se encuentran fusionadas. El esternén tiene forma de “T” y se compone
de 2 segmentos, las quillas ventrales se proyectan desde el manubrio y el cuerpo esternal
en algunas especies, en otras, la musculatura pectoral se encuentra unida a una ldmina de
tendodn en la linea media, los largos procesos del manubrio articulan con las claviculas que
son muy desarrolladas (Gatesy, 2007). Los miembros anteriores presentan un humero
reducido en tamafio, un radio del doble de tamafio en comparacién con su humero, que se
encuentra fusionado con la ulna, la mano estad formada por seis huesos carpales, cinco
metacarpales y cinco falanges. Entre el primer digito (homélogo al pulgar) y el segundo, se
encuentra el dactilopatagio brevis; entre el 22, 32 y 42 digito se encuentra el dactilopatagio
y finalmente, entre el 52 digito y el borde lateral del cuerpo se proyecta el plagiopatagio
(Barnard, 2009).

Las membranas alares y caudales (plagiopatagio, dactilopatagio y uropatagio), estan
soportadas por una combinacion de elementos musculares y conectivos, la estructura
primaria del tejido conectivo del ala es un sistema de haces de fibras de colageno y elastina
organizados en un andamio regular de malla. Se ha sugerido que la red fibrosa permite
flexibilidad, al mismo tiempo que proporciona resistencia a la traccién y limitacién de la
extensibilidad del ala (Swartz- Groves, 1996).

El vuelo es un sistema de locomocién muy eficiente, sin embargo, es bastante costoso
energéticamente, esta actividad genera grandes cantidades de calor que deben ser
disipadas, los vasos sanguineos presentes en las membranas alares cumplen la funcién de
regular la temperatura del cuerpo liberando o conservando el calor generado por la
actividad del vuelo a manera de un radiador (Barnard, 2009). Asi mismo, el vuelvo es una
actividad que consume grandes cantidades de oxigeno, para compensar esta necesidad
extra de oxigeno, las membranas alares ocupan el 85% de la superficie corporal de un
murciélago, lo que permite cubrir del 6% al 10% de la demanda de oxigeno necesaria para
este (Makanya, 2007).



La diversidad mundial de murciélagos esta representada por 1411 especies divididas en dos
sub- érdenes, Megaquiropteros (167 especies) y Microquiropteros (1244 especies). México
destaca por ser el cuarto lugar de los paises con mayor nimero de especies endémicas de
murciélagos (13 especies) (Mickleburgh, et al, 2002; Mammal Diversity Database. 2018),
ademas de albergar un considerable nimero de especies (144 especies) (Ramirez-Pulido,
2014). Dentro de México, el estado Oaxaca presenta una gran diversidad en este estado
pueden ser encontradas 96 especies de quirépteros de las 144 que habitan en México
(Briones salas, 2015).

Los murciélagos desempefian un papel importante para el equilibrio ecoldgico a través de
los servicios ecosistémicos que brindan, de estos destaca el control natural de poblaciones
de insectos, la dispersidon de semillas por parte de las especies frugivoras y la polinizacién
de varias plantas de importancia econdmica por parte de las especies nectarivoras (Garcia-
Morales et al, 2014). En contraste a su importancia ecoldgica, se ha identificado que estos
mamiferos juegan un papel determinante en la diseminacién de algunas enfermedades
potencialmente peligrosas para el humano, como el virus de la rabia o el virus Nipah (Chua
et al, 2000). Diversos estudios se han enfocado en identificar el papel que juegan los
quirdpteros en la presentacién de enfermedades, sin embargo, pocos han estudiado como
tal, el impacto que las enfermedades ocasionan a este grupo creando un vacio en las
investigaciones epidemioldgicas.

El presente documento tiene como objetivo identificar el agente causal de lesiones observadas en
las alas de murciélagos en diferentes localidades del estado de Oaxaca, el documento esta dividido
en dos capitulos, en el primero se aborda la identificacién de una micosis dermatoldgica en un
murciélago Myotis velifer en la Sierra Norte del Estado de Oaxaca. En el capitulo dos se desarrolla
un estudio de identificacién de dos enfermedades micéticas (Debaryomyces sp, Pseudogimnoascus
destructans), determinando las especies que se encuentran afectadas en cuatro localidades del
estado de Oaxaca. La identificacion de las enfermedades se realizd mediante métodos clinico-
patoldgicos y moleculares y se describen las lesiones macroscépicas e histoldgicas presentes en las
alas de murciélagos.



Capitulo uno:

Infeccidn por Debaryomyces sp (Fungi) en un murciélago Myotis velifer

Introduccion

A partir del primer brote de sindrome de la nariz blanca (SDNB) provocada por el hongo
psicrofilico Pseudogiomynascus destructans detectado en los Estados Unidos en el afo
2006, se ha documentado la muerte de mds de 5 millones de murciélagos por esta
enfermedad en Estados Unidos y Canad3, llegando al punto de provocar extinciones locales
(Meteyer et al., 2012). Los murciélagos afectados son infectados en la época de hibernacion,
debido al declive natural que sufre el sistema inmune durante este periodo. El SDNB se
caracteriza por causar el crecimiento de hifas sobre las orejas, nariz y metatarsos de los
murciélagos. La infeccion coloniza los tejidos (hocico, antebrazo y alas) ocasionando la
destruccién de las glandulas apocrinas, glandulas sebaceas y foliculos pilosos (Cryan et al.,
2010). Debido a que las alas juegan un papel fundamental en el intercambio gaseoso
(contribuyen con el 10% del intercambio gaseoso total) (Makanya and Mortola, 2007) las
lesiones provocadas por el SDNB impactan en dicho proceso, asi como en la movilidad y la
hidratacion de los murciélagos infectados.

Las lesiones cutaneas han sido descritas como el hallazgo mas comun de enfermedad en
murciélagos (Fountain et al., 2017). Ademads de P. destructans, se ha puesto de manifiesto
la presencia de otros hongos patégenos como: Trichophyton redellii y Debaryomyces sp.
T.redelli se caracteriza por desarrollar lesiones en las alas similares al SDNB, con las
diferencias que no presenta fluorescencia al ser expuesto a ldmpara UV (Prueba de Wood)
y no se encuentra el crecimiento caracteristico de estructuras fungicas en el hocico y orejas.
Por otra parte, Debaryomyces sp. ha sido reportado en un caso con lesiones similares al
SDNB sin abordar detalladamente el estado del ejemplar infectado (Lorch et al., 2015).

En febrero de 2017, realizando estudios sobre la comunidad de murciélagos en un bosque
templado de la comunidad de San Pedro Yolox, distrito de Ixtlan en la Sierra Madre de
Oaxaca, fue colectado con la técnica de redes de niebla un murciélago de la especie Myotis
velifer con lesiones dermatoldgicas en las alas. En este capitulo se presentan los resultados
de deteccion del hongo Debaryomyces sp. en este ejemplar de murciélago, utilizando
histopatologia para describir las lesiones microscépicas y secuenciacion masiva del
microbioma fungico para evaluar a las especies micdticas presentes en el tejido, sentando
las bases para la deteccidén de este patdgeno en otras poblaciones de murciélagos.



Metodologia

Sitio de estudio

San Pedro Yolox, distrito de Ixtlan, Sierra Norte Oaxaca, ubicado en las coordenadas
geograficas 17°35'18.8"N 96°33'04.9"W. El clima predominante es cdlido humedo con
lluvias todo el afio, la temperatura media anual varia de 22-26°Cy la precipitacién anual de
2,500-4,000 mm. Los tipos de vegetacion que se distribuyen en el drea son: bosque de pino,
bosque mesdfilo de montafia, bosque de encino y selva mediana perennifolia (INEGI 2009).

Captura de murciélagos.
La captura se realizé mediante una red de niebla (12 x 3 m) que fue colocada en una salida
de una casa inhabitada, utilizada como refugio temporal por murciélagos (Casa inhabitada).

Examen clinico, y pruebas complementarias.

Se utilizé la metodologia propuesta por Barnard (2009) para realizar el examen clinico en
quiropteros, este examen fue complementado utilizando el indice de dafio alar en una
escala de 0-5 tal como lo propone Reichard y Kunz (2009) las pruebas de [dmpara de Wood
(Turner et al, 2014) y tricografia (Miller et al, 2013).

Eutanasia y toma de muestras.

La eutanasia se llevd a cabo por el método de dislocacién cervical siguiendo el protocolo de
la American Veterinary Medical Asosiation “Guidelines for the eutanasia of animals”
(Underwood et al, 2013). Fueron colectadas 2 muestras del plagiopatagio de 3 cm?, una fue
incluida en formol al 10% y la segunda fue mantenida en congelacion a -20°C.

Histopatologia.

La muestra obtenida del murciélago almacenada en formol, fue colocada en un casette para
histologia e incluida en parafina, se cortaron secciones de 5 micras las cuales fueron teiidas
con la técnica de hematoxilina y eosina para muestras histoldgicas.

Secuenciacion del microbioma.

El ADN gendmico del tejido colectado fue aislado utilizando el kit comercial DNeasyR Blood
& Tissue (Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La region ITS fungica fue
amplificada con los cebadores ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) y 5.8S_fungi
(CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT) (Young et al., 2014) y secuenciada utilizando un
pirosecuenciador 454 (454 Life Science, Roche diagnostics). Los contig’s obtenidos fueron
ensamblados usando los programas bioinformaticos Newbler v. 2.5.3 (Roche dianostics,
Brandford, CT) y Consed v.23 (http://www.phrap.org/consed/consed.html). Las secuencias
fueron ordenadas de acuerdo con el numero de lecturas obtenidas y comparadas con la
informacién contenida en la base de datos del NCBI mediante la herramienta BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Resultados.

Examen clinico

Se examind un ejemplar de murciélago de la especie Myotis velifer macho adulto, el cual
presentaba un indice de dafio alar de 4, con lesiones ulcerativas, algunas de forma redonda
y otras de forma irregular en dactilopatagio, plagiopatagio y uropatagio (Figura 1).; El
ejemplar obtuvo fluorescencia negativa con la prueba de ldmpara de Wood, y fue negativo
a cambios en la conformacién del pelo asi como invasiones micéticas en los mismos por
medio de la tricografia.

Figura 1: Presencia de lesiones ulcerativas de forma irregular (Flecha roja) y redondas
(Flecha azul). La lesidn representa un 50% de la superficie del plagiopatagio y se extiende
hasta el uropatagio.



Histologia.

Mediante la revisidn microscépica, el estrato corneo se observé aumentado de tamafio por
laminas paralelas de queratina anucleada (hiperqueratosis), dentro de algunos foliculos
pilosos se observaron hifas anfofilicas ovaladas de una medida entre 6 y 9 nm (Figura 2).

Microbioma fungico.

Se obtuvieron un total de 19840 lecturas (anexo 1) de las cuales 17738 (89%)
correspondieron a una secuencia con una similitud del 98% con la regiéon ITS de
Debaryomyces maramus reportada en la base de datos del NCBI (KM091320.1) (Tabla 1).
Del resto de lecturas obtenidas, Unicamente dos secuencias correspondientes a los hongos
no patégenos Beauveria bassiana (KY806126.1) y Pleurotus dryinus (KY962461.1)
mostraron un numero de lecturas superior a ~350, esto nos indica que estas especies se
encuentran en menor medida formando parte de la microbiota normal de este murciélago.
el resto de especies fungicas que conforman el microbioma son expresadas en la Tabla 1.

Figura 2: Presencia intrafolicular de hifas anfofililicas de forma ovalada (Flecha blanca).
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Tabla 1: Microbioma fungico obtenido a partir de la técnica de secuenciacidon masiva (Diversidad
flngica): En la tabla observamos 5 columnas, la primera corresponde a la especie identificada para
cada secuencia, la segunda corresponde al porcentaje de identidad con relacién al banco de datos
de NCBI, la tercera columna corresponde al nimero de lecturas que se obtuvieron por medio de la
secuenciaciéon masiva, la cuarta corresponde a la clave con la secuencia comparada del NCBI y la
final corresponde al % de las lecturas totales de la secuenciacién masiva.

Especie i dcz/;)m':::a d Lecturas | clave % de lecturas
Debaryomyces maramus 98 17738 KM091320.1 | 89.40524194
Beauveria bassiana 100 364 KY806126.1 | 1.834677419
Pleurotus dryinus 99 342 KY962461.1 | 1.723790323
Malassezia dermatis 92 287 KY104083.1 | 1.446572581
Leptosphaerulina 100 108 KM979510.1 | 0.544354839
chartarum
Curvularia aeria 98 84 MF101868.1 | 0.423387097
Cladosporium tenuissimun | 100 75 KY781763.1 | 0.378024194
Alternia solani 99 71 KT384228.1 | 0.357862903
Nigrospora sphaerica 100 52 KX688172.1 | 0.262096774
L042880-122 99 45 GUO053988.1 | 0.226814516
Cora leslactuca 100 41 KY772646.1 | 0.206653226
Oxyporus populinus 99 36 KJ140633.1 | 0.181451613
Ganoderma sp. 99 35 KF605667.1 | 0.17641129
Pyrigemmula aurantiaca 89 35 HM241692.1 | 0.17641129
Microascus hollandicus 99 32 KX923869.1 | 0.161290323
Hongo endofito 6303 100 32 KR016373.1 | 0.161290323
Trichurus spiralis 93 29 LN850977.1 | 0.146169355
Phialemonium inflatum 99 24 KY305080.1 | 0.120967742
Camarosporula 93 24 JF770449.1 | 0.120967742
persooniae
109A77714 95 22 JX389420.1 | 0.110887097
Paraconiothyrium 97 19 KM100720.1 | 0.095766129
brasiliense
Phialophora intermedia- 96 18 JQ766431.1 | 0.090725806
Acalium albonigrescens 97 18 NR146258.1 | 0.090725806
Microascus hyalinus 97 18 KX923871.1 | 0.090725806
Marasmiceae sp. 96 17 JF691144.1 0.085685484
Punctularia subhepatica 99 17 KP814559.1 | 0.085685484
Aspergilius jensenii 100 17 LN898704.1 | 0.085685484
Ganoderma australe 99 16 kU569545.1 | 0.080645161
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44- 2966 95 16 FJ60971.1 0.080645161
Hypomyces aurantius 100 15 AB591044.1 | 0.075604839
Filobasidium chernovii 99 14 KY514746.1 | 0.070564516
Cephalotrichiella 83 13 KJ869166.1 | 0.065524194
penicillata

Microascus cirrosus 97 13 LN850782.1 | 0.065524194
Illyonectria sp. 100 12 KT270187.1 | 0.060483871
Penicilium 08 11 KY786079.1 | 0.055443548
citreosulfuratum

Hortaea werneckii 100 11 KU882134.1 | 0.055443548
Colletotrichum 93 9 IX669447.1 | 0.045362903
gloesporioides

Microascus senegalensis 98 9 KX923932.1 | 0.045362903
Wallemia muriae 97 9 KX911860.1 | 0.045362903
Coprinopsis narcotica 91 8 FM163180.1 | 0.040322581
g:;i’; 'Z:emw’; fies 97 8 JN038187.1 | 0.040322581
Phlebiopsis sp. 84 7 KJ832027.1 0.035282258
Coprinellus radians 97 6 KU761146.1 | 0.030241935
Rhodontura bacarum 99 6 KY104725.1 | 0.030241935
Steccherinum 96 5 KM279619.1 | 0.025201613
Hyphodontia 98 5 KX857797.1 | 0.025201613
apacheriensis

Passalora pseudotithoniae | 100 4 NR137608.1 | 0.02016129
Penicilium angulare 98 4 NR121272.1 | 0.02016129
Aspergillus caninus 97 4 LC230093.1 | 0.02016129
Chaetosphaeria 94 4 JF340253.1 | 0.02016129
myriocarpa

Cladophialophora 93 3 EU137333.1 | 0.015120968
chaetospira

Oidiodendron sp. 94 3 JX270625.1 | 0.015120968
Exophiala angulospora 86 3 KR909169.1 | 0.015120968
Didymosphaeria sp. 92 2 KX965731.1 | 0.010080645
Phialocephala 99 2 KX881592.1 | 0.010080645
dimorphospora

steccherinum 95 2 KP401770.1 | 0.010080645
albofibrillosum

Chaetosphaeria sp. 100 2 AY618225.1 | 0.010080645
Hymenochaete sp. 100 2 KU975490.1 | 0.010080645
Chaetomium globosum 96 2 MF682409.1 | 0.010080645
Exophiala halophilia 100 1 NR111628.1 | 0.005040323
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Discusion.

Los resultados del analisis molecular sumados a aquellos obtenidos en el estudio
histopatoldgico sefialan que el agente causal de las lesiones observadas en el ejemplar de
Myotis velifer fue el hongo patégeno Debaryomyces sp.

El estudio histopatoldgico permitio la identificacion del agente causal de las lesiones,
mientras que la secuenciacidn masiva fue una herramienta clave a la hora de ensamblar el
microbioma fungico y poder evaluar el género que afectaba al murciélago.; La presencia de
Beauveria bassiana también tuvo un resultado >300 lecturas, su presencia se puede
explicar por los habitos alimenticios insectivoros de la especie.; B.bassiana es un hongo
entomopatdgeno de distribucidn cosmopolita (Zimmerman, 2007), los insectos infectados
por esta micosis podrian ser presas mas faciles para los murciélagos.; Pleurotus dryinus es
una especie de basidiomiceto que puede desarrollarse sobre madera y algunas veces sobre
los suelos (Baldrian, 2008), por lo que su deteccién no es extrafa debido al tipo de
ecosistema donde fue encontrado el espécimen (bosque de pino-encino).

Las lesiones presentes en el ejemplar descrito son muy similares a las observadas en alas de
los murciélagos infectados por el SDNB con la excepcion de que no muestran el crecimiento
caracteristico de las hifas sobre el hocico, orejas y antebrazo, por lo que Debaryomyces sp.
deberia de formar parte en los diagndsticos diferenciales del SDNB. Este patdgeno solo
habia sido reportado en otro espécimen de Myotis velifer para Texas- Estados Unidos (Lorch
et al., 2015) y esta es la primera vez que se encuentra en un murciélago en la regiéon
neotropical.

El género Debaryomyces se caracteriza por estar presente en gran variedad de suelos,
algunas especies de esta familia ya han sido identificados como patégenos del humano. D.
hansenii ha sido el mas estudiado de estos, este patdégeno esta relacionado con la
contaminacién de catéteres intravenosos (Desnos- Ollivier et al, 2008), provocando
infecciones oseas.; D. Kloeckeri ha sido aislado en abscesos, infecciones urinarias y
dermatoldgicas, y finalmente D. emphysematosis ha sido aislado de pacientes con
bronquitis (Wong et al, 1982).

Las implicaciones de este hallazgo pueden tener graves consecuencias en la conservacion
de los quirdpteros. Aunque en México no se han reportado muertes masivas por infecciones
micdticas, las lesiones mostradas en las membranas alares podrian tener un impacto severo
en la movilidad, hidratacion, termorregulacion e intercambio gaseoso de los individuos
afectados, es por ello que se recomienda seguir desarrollando lineas de investigacién
enfocadas hacia todos los posibles patégenos cutaneos encontrados en murciélagos y asi
contribuir en la conservacién de los mismos.
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Capitulo Dos:

Identificacion de Debaryomicosis (Debaryomyces sp) y sindrome de nariz blanca
(Pseudogeominascus destructans) en murciélagos de cuatro localidades de Oaxaca.

Introduccidn

Los agentes patdgenos han coexistido y evolucionado por millones de afios con los
organismos que infectan, esta coexistencia ha propiciado la aparicién de mecanismos de
defensa por parte de las especies infectadas, asi como una gran cantidad de métodos de
infeccion para los agentes patdgenos. Se define a un patégeno como aquel que causa una
interaccidn negativa con un huésped, donde el patdgeno es beneficiado y el huésped es
perjudicado, son considerados agentes patdgenos las bacterias, hongos, virus y priones
(Krebs, 2008).

El reino Fungi contiene alrededor de 167 drdenes, 40 de estos (24%) han sido ampliamente
citados en la literatura médica, debido a que dentro de ellos se han identificado 625
especies de hongos causando enfermedad en vertebrados (Seyedmousavi, 2018). Tres
grupos de vertebrados se encuentran seriamente amenazados por enfermedades
micéticas; 700 especies de anfibios en todo el mundo han sufrido serias declinaciones en su
poblacién a causa de la infeccion por el hongo patégeno Batrachochytrium dendrobatidis
(Gervasi et al, 2017). Otro ejemplo es el sindrome de enfermedad fungica de la serpiente,
identificada en el norte de Estados Unidos en el afio 2006, ocasionada por el hongo
patdégeno Ophidiomyces ophiodiicola causante de un decline de poblaciones de viperidos
(Last et al, 2016).

La translocacién y aparicion de enfermedades emergentes y reemergentes esta
considerada dentro de las 11 amenazas a la biodiversidad (Salafsky, 2008). El impacto
puede llegar a ser tan grave que algunas poblaciones bajo brotes de enfermedades pueden
llegar a extinciones locales, tal es el caso del sindrome de nariz blanca presente en
murciélagos de Estados Unidos de América y Canada, que ha llegado a tener cifras cercanas
a los 5 millones de murciélagos muertos por esta enfermedad identificada en el aino 2006
(Meteyer et al., 2012).

De acuerdo con el mapa de ocurrencias por condado en los Estados Unidos de América y
Canada para el sindrome de nariz blanca en este afio 2018, el reporte mas cercano a nuestro
pais fue en la localidad de San Antonio Texas, por lo que se han tomado medidas
precautorias en el México y se ha iniciado la vigilancia epidemioldgica a cargo de
investigadores del Instituto de Biologia de la UNAM (Rodriguez-Moreno, 2018). El objetivo
de este capitulo fue identificar los agentes causales de lesiones en alas reportadas en
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diferentes puntos del estado de Oaxaca, aplicando técnicas clinico-patoldgicas y
moleculares.

Metodologia

Sitios de estudio
Todos los sitios de estudio fueron elegidos por haber manifestado la presencia de
murciélagos capturados con lesiones en las alas.

San Pedro Yolox, Ixtlan, Oaxaca

Se encuentra entre los paralelos 17°34" y 17°42’ de latitud norte, los meridianos 96°21" y
96°38’ de longitud oeste, la altitud varia entre 300y 3100 m. El rango de temperatura anual
varia entre 10 a 24°C, el rango de precipitacion es de 800- 3500 mm, el clima predominante
de la regidon es templado humedo con abundantes lluvias en verano, aunque también estdn
presentes el semicdlido humedo con lluvias todo el afio, templado subhimedo con lluvias
en verano, semicalido subhimedo con lluvias en verano y cdlido humedo con lluvias todo
el afio (INEGI, 2009).

San Sebastidn de las Grutas, Villa Sola de Vega, Oaxaca.

Se encuentra entre los paralelos 16°16’ y 16° 52’ de latitud norte, los meridianos 96°51" y
97°17’ de longitud oeste, la altitud varia entre 700 y 3000 m. El rango de temperatura
anual es de 12 a 26°C, el rango de precipitacion oscila entre 600 y 2500 mm, el clima
predominante de la regidn es templado subhimedo con lluvias en verano, otros climas
presentes en la regién son el semicalido subhiumedo con lluvias en verano, templado
himedo con abundantes lluvias en verano y calido subhimedo con lluvias en verano (INEGI,
2009).

Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca.

Se encuentra entre los paralelos 16°57’ y 17°04’ de latitud norte, los meridianos 96°42’ y
96°49’ de longitud oeste, la altitud varia entre 1500 y 2000 m, el rango de temperatura varia
entre 18 a 20° C, con un rango de precipitacion de 700 a 1000 mm, presenta un clima
semiseco-semicalido (INEGI, 2009).

San Pedro Molinos, Oaxaca.

Se encuentra entre los paralelos 17°04’ y 17°08’ latitud norte, los meridianos 97°31’ y 97°36’
de longitud oeste, la altitud varia entre 1900- 2800m, el rango de temperatura es de 14 a
20°C, con un rango de precipitacién de 1000- 1200 mm, el clima predominante es templado
subhimedo con lluvias en verano, otro clima presente en la regién es el semicalido
subhumedo con lluvias en verano (INGEI, 209).
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Captura de murciélagos.

La captura se realizé mediante el uso de redes de niebla que fueron colocadas cercanas a
cuerpos de agua, en el caso de los refugios fueron colocadas a la salida los mismos. Las redes
permanecieron abiertas de 6 de la tarde a 2 de la mafiana, en los sitios donde el éxito de
captura fue bajo los muestreos fueron repetidos por varios dias

indice de dafio a las alas.

A cada murciélago identificado con lesiones se le asignd un nimero del 0-5 para indicar la
gravedad de las lesiones en las alas de acuerdo con la escala propuesta por Richard y Kunz
(2009). Cero fue considerado para murciélagos sin lesiones macroscdpicas aparentes, 1
cuando habia presencia de puntos, manchas o membranas despigmentadas, 2 para
descamacion y despigmentacion de antebrazo, 3 para tejido con necrosis, 4 para
perforacién de alas y 5 para pérdida de la membrana. Sélo los ejemplares que presentaron
un indice de dafio de alas de 2 o mayor fueron incluidos en el estudio.

Ladmpara de Wood.

Se utilizé una ldmpara de Wood led 665 nm (Maaxtool ®) para examinar a cada animal fue;
Para obtener los mejores resultados. Para obtener mejores resultados, la ldmpara se
mantuvo a 20 cm de la piel. Las alas fueron expuestas durante 3 minutos debido a que
algunas cepas son lentas para mostrar el evidente color verde manzana / amarillo-verde
(Miller et al., 2013).

Eutanasia.

Los ejemplares elegidos para incluirse en el estudio fueron sacrificados por el método de
dislocacion cervical, siguiendo el procedimiento indicado por la Asociacién Americana de
Médicos Veterinarios (Underwood et al, 2013). Una vez registrados los datos se tomaron
dos muestras de las membranas afectadas (uropatagio, plagiopatagio, dactilopatagio,
propatagio), una muestra fue incluida en formol al 10% para su posterior estudio
histopatoldgico (Meteyer et al., 2009), la segunda muestra fue almacenada en congelacién
a -20°C para la aplicacién de técnicas moleculares de diagnéstico.

Histopatologia.

Las muestras fijadas en formol fueron incluidas en parafina, cortadas en secciones de tejido
de 5 micras y tefiidas con la técnica de hematoxilina y eosina, las lesiones histopatoldgicas
fueron descritas y relacionadas con las lesiones macroscépicas de las alas.
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Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final Debaryomyces sp.

Se disefid una pareja de cebadores especificos utilizando el programa bioinformatico Oligo 7
v.7.56 (Rychlik W., 2007) a partir de secuencias de la region ITS de Debaryomyces previamente
reportadas en la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias
KM091320.1, NR_152493.1, JN942650.1, KY103276.1, HG421423.1, LC317568.1 y
KX859780.1 fueron alineadas con el programa bioinformatico MegAlign (Lasergene) para
localizar regiones altamente conservados dentro del genoma y definir los siguientes
cebadores que amplifican un fragmento de 384 pares de base (pb) de la region ITS de
Debaryomyces sp.

DEBAROMYCES SP.
DEB-18S-FW 5-CAAGAACTTTTGCTTTGGTCT-3’
DEB-18S-RW 5°-GCACTATCCAGTACCACTCAT-3’

Para realizar las reacciones en cadena de la polimerasa se utilizé el kit Accuzyme DNA
polimerase (Bioline) siguiendo las instrucciones del fabricante, las reacciones incluian 1 pl
de ADN gendmico extraido (50 ng/ul), 1 pl (concentraciéon 10uMol) del cebador DEB-18S-
FW, 1 ul (concentraciéon 10 uMol) del cebador DEB-18-RW, 5ul de la mezcla de reaccién
Accuzyme (1U de ADN polimerasa, MgCl,, desoxinucleétidos), y agua libre de nucleasas
para completar una reaccién de 10 ul. Se utilizé un termociclador T100 (BioRad) el cual fue
programado conforme las siguientes condiciones de amplificacién: Desnaturalizacidn inicial
5 minutos a 95°C seguia de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 53°C por 1 min, 72°C por un
minuto y finalmente una extensién de 72°C por 10 minutos. Los productos obtenidos fueron
sometidos a electroforesis en geles de agarosa al1l% tefiidos de bromuro de etidio (gemini
scientific), incluyendo un marcador de peso molecular de 100 pb Hyperladder (Bioline) y
visualizados en un transiluminador (Benchtop UVP) para determinar la existencia de
amplificacién (presencia de Debaryomyces sp).

Secuenciacion Sanger.

Se realizé la amplificacién mediante PCR en un volumen de 100 ul de uno de los casos
positivos, el producto de PCR fue verificado en un gel de agarosa al 1%, y purificado en gel
utilizando el kit Wizzrd genomic DNA purification kit (Promega) siguiendo las instrucciones
del fabricante, el producto purificado fue cuantificado en un nanospectofotémetro
Nabodrop (Thermo) y enviado a la Unidad de Sintesis y Secuenciacién del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México de acuerdo con las
condiciones establecidas por el laboratorio.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas empleando el programa bioinformatico
Chromas Lite v. 2.6.5 (www.technelysium.com.au), y convertidas a Formato FASTA para
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confirmar su identidad con ayuda de Ila herramienta bioinformatica BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Disefio de arbol filogenético para el género Debaryomyces sp.

Se generd un arbol filogenético a partir de la secuencia obtenida previamente mediante
secuenciacion Sanger, a partir de la amplificacion de la region ITS de Debaryomyces sp. La
secuencia fue alineada con secuencias ITS previamente reportadas para el género
Debaryomyces, asi como otros géneros de micosis reportadas como patdgenos de
murciélagos. Fueron utilizadas las secuencias de las siguientes especies: Debaryomyces
hansenii (KY103235.1), Debaryomyces fabryi (NR_138186.1), Debaryomyces maramus
(KY103271.1), Debaryomyces vindobonensis (NR_138218.1), Debaryomyces coudertii
(NR_138161.1), Debaryomyces nepalensis (NR_130651.1), Debaryomyces psychrosporus
(HM769277.1), Debaryomyces renaii (NR_111609.1), Debaryomyces castellii
(NR_111306.1), Debaryomyces udenii (NR_077068.1), Debaryomyces prosopidis
(NR_077067.1), Debaryomyces vietnamensis (KY103297.1), Debaryomyces singareniensis
(KY103290.1), Aspergillus sp. (KT221871.1), Trichophyton sp. (MH021152.1), Candida sp.
(KX944465.1), Malassezia vespertilionis (NR_157486.1), Pseudogymnoascus destructans
(NR_111838.1), fueron alineadas mediante el método Neighbor- joining, con 1000 réplicas,
empleando el programa bioinformatico Mega v5.05 (Tamura et al, 2011)

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para deteccion de Pseudogymnoascus
destructans.

Para el diagndstico por PCR de Sindrome de Nariz Blanca (P. destructans) se utilizaron los
cebadores reportados previamente por Lorch y cols.(2010) que amplifican un fragmento de
624 pb de la regién ITS2 de P. destructans, las reacciones de amplificacidn se realizaron de
forma similar a lo establecido para Debaryomyces sp.con la Unica modificacién del empleo
de los cebadores nu-SSI(1506)-184-59-Gd FW y nu-5.85-144-39-Gd RW, las condiciones de
amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 2 minutos a 98°C, seguido de
40 ciclos de 98°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 1 minutos y una
extensidn final de 72° por 10 minutos. De igual forma, los productos obtenidos fueron
sometidos a electroforesis en geles de agarosa al1% tefiidos de bromuro de etidio (Gemini
scientific), incluyendo un marcador de peso molecular de 100 pb Hyperladder (Bioline) y
visualizados en un transiluminador (Benchtop UVP) para determinar la existencia de
amplificacién (presencia de P. destructans).
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Resultados

Captura de murciélagos con lesiones en alas

El esfuerzo de muestreo abarco un total de 144 horas red, donde fueron capturados un total
de 36 murciélagos con presencia de lesiones mayores a puntuacién 2 en las alas, de acuerdo
con el indice de dafio alar; de estos murciélagos 22 (61.1%) fueron machos y 14 (38.89%)
hembras. El sitio con mayor nimero de capturas fue San Pedro Yolox representado por 15
murciélagos de la especie Myotis velifer (41.66%), seguido de Sn Pedro Molinos con ocho
capturas (cinco ejemplares de Myotis velifer y dos ejemplares de Dermanura azteca), en
San Sebastian de las Grutas se obtuvieron siete capturas ( dos Tadarida brasiliencis, dos
Dermanura azteca, dos Pteronotus parneli y un Desmodus rotundus) y finalmente en valles
centrales fueron capturados seis murciélagos (tres Sturnira ludovicci y tres Artibeus
jamaicensis).

indice de Dafio en alas (IDA) y lesiones dermatoldgicas.

El indice de dafio alar para cada ejemplar, asi como los resultados de lampara de Wood son
expresados en la Tabla 2.

Para el sitio San Pedro Yolox el 46.67% (siete murciélagos) presentaron un IDA de 3, un 40%
(seis murciélagos) presentaron un IDA de 2 y solo un 13.33% (dos murciélagos) presentaron
un IDA de 4. Para el sitio San Sebastidan de las Grutas el 71.43 % (siete murciélagos)
presentaron un IDA de 2 y el 28.57% (dos murciélagos) presentaron un IDA de 3. Para el
sitio San Pedro Molinos el 50% de los murciélagos (cuatro) presento un IDA de 2, el 25%
(dos murciélagos), el 12.5% (un murciélago) presenté un IDA de 4 y 12.5% (un murciélago)
presentd un IDA de 5. Finalmente, en Santa Cruz Xoxocotlan el 100 % (seis murciélagos)
presentaron un IDA de 3.

Tabla 2: indice de dafio alar en murciélagos.

Indice de dafio Lampara de
Numero Especie Sexo Edad alar Wood
San Pedro Yolox
1 Myotis velifer Hembra  Adulto 3 (-)
2 Myotis velifer Hembra  Adulto 3 (-)
3 Myotis velifer Macho Adulto 3 (-)
4 Myotis velifer Macho Adulto 2 (-)
5 Myotis velifer Hembra  Adulto 2 (-)
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6 Myotis velifer Hembra  Adulto 2 (-)
7 Myotis velifer Macho Adulto 4 (-)
8 Myotis velifer Hembra  Adulto 3 (-)
9 Myotis velifer Macho Adulto 3 (-)
10 Myotis velifer Hembra  Adulto 4 (-)
11 Myotis velifer Macho Adulto 3 (-)
12 Myotis velifer Macho Adulto 3 (-)
13 Myotis velifer Macho Adulto 2 (-)
14 Myotis velifer Macho Adulto 2 (-)
15 Myotis velifer Macho Adulto 2 (-)
San Sebastian de las Grutas
Tadarida
16 brasiliencis Macho Adulto 2 (-)
Tadarida
17 brasiliencis Macho Adulto 2 (-)
18 Dermanura azteca Macho Adulto 2 (-)
19 Dermanura azteca Hembra  Adulto 3 (-)
Pteronotus
20 parnelli Macho Adulto 2 (-)
Pteronotus
21 parnelli Macho Adulto 2 (-)
Desmodus
22 rotundus Macho Juvenil 3 (-)
San Pedro Molinos
23 Myotis velifer Macho Adulto 2 (-)
24 Myotis velifer Hembra  Adulto 4 (-)
25 Myotis velifer Hembra  Adulto 5 (-)
26 Myotis velifer Hembra  Adulto 2 (-)
27 Myotis velifer Hembra  Adulto 2 (-)
28 Myotis velifer Hembra  Adulto 2 (-)
29 Dermanura azteca Hembra  Adulto 3 (-)
30 Dermanura azteca Macho Adulto 3 (-)
Santa Cruz Xoxocotlan
31 Sturnira ludovici Macho Adulto 3 (-)
32 Sturnira ludovici Macho Adulto 3 (-)
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Artibeus

33 jamaicensis Macho Adulto (-)

34 Sturnira ludovici Hembra  Adulto (-)
Artibeus

35 jamaicensis Macho Adulto (-)
Artibeus

36 jamaicensis Macho Adulto (-)

Las lesiones presentes en las alas de los murciélagos fueron en su mayoria de tipo ulcerativa
reconociéndose 2 patrones, el primero de multiples focos de lesiéon de forma redonda y
separada (Figura 3), mientras que el segundo patrén presentd lesiones irregulares continuas
(Figura 4). Algunos ejemplares también presentaron diferentes tipos de lesiones en otras
partes del cuerpo, como la presencia de ulceras en el rostro incluyendo labios y hoja nasal,
(Figura 5), amplia necrosis en las orejas (Figura 6). asi como lesiones alopécicas en espalda

o abdomen de algunos ejemplares (Figura 7).

Figura 3: Sturnira Ludivoci con presencia de lesiones ulcerativas redondas focales.



Figura 4: Myotis velifer con presencia de lesiones ulcerativas irregulares (Flechas rosas).

Figura 5: Sturnira ludovici con presencia de lesion ulcerativa involucrando los tejidos de
labio y hoja nasal.
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Figura 7: Myotis velifer con alopecia en hombro derecho y necrosis en orejas.
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Histopatologia

34 murciélagos fueron examinados con la técnica histopatoldgica de he, de los cuales 29
presentaron cambios anatomopatoldgicos, en cinco murciélagos (Tabla 1: ID 4, 10, 11, 23,
32). Se observaron lesiones severas como dermatitis perianexal piogranulomatosa, con la
presencia de conidios intralesionales (figura 8), hiperqueratosis ortoqueratosica con
presencia de hifas en forma de racimo (Figura 9), En la mayoria de los ejemplares (26) se
observa por debajo de la dermis y alrededor de los anexos cutaneos infiltrado inflamatorio
compuesto por linfocitos y células plasmaticas (Figura 10), mientras que solo un murciélago
presentd perdida dela continuidad (ulcera) en zonas del estrato corneo, reemplazadas por
restos celulares, neutréfilos degenerados, linfocitos, células plasmaticas y macrdfagos, con
foliculos pilosos se distendidos por laminas concéntricas de queratina anucleada.

eaii™ ' S
.q - 1 —
N

i)

Figura 8: Se observa la presencia de conidios intralesionales (flecha roja) y abundante
infiltrado inflamatorio (Flecha negra).
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Figura 9: Presencia de hifas en forma de racimo (Flecha roja), laminas paralelas de
queratina anucleada (Flecha negra).

Figura 10: Presencia de infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos, células plasmaticas
entremezcladas con restos celulares.
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PCR de punto final para deteccién de Debaryomyces sp.

La prueba de PCR fue realizada a los 36 murciélagos capturados, detectandose un total de
15 ejemplares (41.6 %) positivos a la infeccidn por Debaryomyces sp (Figura 11), de ellos el
53.3 % (ocho individuos) fueron machos y el 46.67 % (siete individuos) fueron hembras,
todos los ejemplares infectados eran adultos (Tabla 2).

Resultados Secuenciacion Sanger

Se obtuvieron 2 secuencias, las cuales fueron analizadas con la herramienta bioinformatica
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias fueron convertidas a formato
FASTA y posteriormente verificadas empleando la herramienta bioinformatica BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/). El analisis revelé una mayor similitud (100%) con la
secuencia KM091320.1, correspondiente a Debaryomyces sp.

100bp ()1 23 4 5

Figura 11: Visualizacion de productos de PCR para la detecciéon de Debaryomyces sp. En la
imagen se observa el control negativo, y 5 reacciones positivas utilizando ADN gendmico
extraido de las alas lesionadas de los murciélagos previamente descritos, el fragmento
amplificado corresponde al tamafio esperado de 380 pares de bases (pb).
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Analisis filogenético de la secuencia obtenida mediante secuenciacion Sanger

El analisis filogenético revelo que la secuencia obtenida a partir de la amplificacién con los
cebadores DEB-185-RW y DEB-18S-RW se agrupa en un cluster con todas las secuencias ITS
de Debaryomyces reportadas en el NCBI, separandose claramente del resto de géneros de
hongos patdégenos que afectan a murciélagos. Ademas, la secuencia obtenida comparte un

100% de identidad con D. Castelli D. prosopidis, D. renaii, D.psychrosporus, D.

vindobonensis, D. maramus, D. fabryi, D. hansenii y D. courdetii (Figura 12)
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Figura 12: Arbol filogenético generado mediante el método Neighbor- Joining (Bootstrap

= 1000 réplicas).
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PCR de punto final para la deteccidn de Pseudogiominascus destructans.

La prueba de PCR fue realizada a los 36 murciélagos capturados, el 55.56% (20 murciélagos)
resultaron positivos a la infeccion por infeccidn por P. destructans (Figura 13). EI 50% de los
casos positivos (Diez murciélagos) fueron machos y el otro 50% fueron hembras. Todos los
murciélagos infectados eran adultos (Tabla 3).

Figura 13: Visualizacidn de productos de PCR para la deteccidén de P. destructans. En la
imagen se observa el control negativo (-), y 3 reacciones positivas utilizando el ADN
gendmico extraido de las alas lesionadas de los murciélagos previamente mencionados, el
tamafio del fragmento corresponde a un producto esperado de 624pb.

Tabla 3. Lista de murciélagos incluidos en el estudio y resultado comparativo de PCR.

Debaryomyces
Numero Especie Sexo Edad sp. P. destructans
Sn Pedro Yolox
1 Myotis velifer Hembra Adulto (+) (-)
2 Myotis velifer Hembra Adulto (+) (-)
3 Myotis velifer Macho Adulto (+) (+)
4 Myotis velifer Macho Adulto (+) (+)
5 Myotis velifer Hembra Adulto (+) (+)
6 Myotis velifer Hembra Adulto (+) (+)
7 Myotis velifer Macho Adulto (+) (-)
8 Myotis velifer Hembra Adulto (+) (+)
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9 Myotis velifer Macho Adulto (+) (+)
10 Myotis velifer Hembra Adulto (+) (+)
11 Myotis velifer Macho Adulto (-) (+)
12 Myotis velifer Macho Adulto (+) (+)
13 Myotis velifer Macho Adulto (+) (+)
14 Myotis velifer Macho Adulto (-) (+)
15 Myotis velifer Macho Adulto (-) (-)
San Sebastian de las Grutas
Tadarida
16 brasiliencis Macho Adulto (-) (-)
Tadarida
17 brasiliencis Macho Adulto (-) (-)
18 Dermanura azteca  Macho Adulto (-) (-)
19 Dermanura azteca  Hembra Adulto (-) (-)
Pteronotus
20 parnelli Macho Adulto (-) (-)
Pteronotus
21 parnelli Macho Adulto (-) (-)
Desmodus
22 rotundus Macho Juvenil (-) (-)
San Pedro Molinos
23 Myotis velifer Macho Adulto (+) (+)
24 Myotis velifer Hembra Adulto (+) (+)
25 Myotis velifer Hembra Adulto (-) (+)
26 Myotis velifer Hembra Adulto (-) (+)
27 Myotis velifer Hembra Adulto (-) (+)
28 Myotis velifer Hembra Adulto (-) (+)
29 Dermanura azteca  Hembra Adulto (-) (-)
30 Dermanura azteca  Macho Adulto (-) (-)
Santa Cruz Xoxocotlan
31 Sturnira ludovici Macho Adulto (+) (+)
32 Sturnira ludovici Macho Adulto (-) (+)
Artibeus
33 jamaicensis Macho Adulto (-) (-)
34 Sturnira ludovici Hembra Adulto (-) (+)
Artibeus
35 jamaicensis Macho Adulto (-) (-)
Artibeus
36 jamaicensis Macho Adulto (-) (-)
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Discusion

El indice de dafio alar fue un indicador exitoso en cuanto a la deteccién de lesiones en
murciélagos, por lo que se recomienda ampliamente continuar utilizandolo en los estudios
posteriores a este. En cambio, la prueba de lampara de Wood no resulté de ayuda en la
identificacion de las infecciones micéticas ocasionadas por Debaryomyces sp. y P.
Destructans, contrario a la utilidad que han demostrado para su diagndstico en otros
trabajos como los de Turner y cols (2014) y los de Bandoucchoba y cols (2018), quienes la
recomiendan por ser una prueba econdmica y eficiente en la identificacién de P.
destructans.

Los resultados mostrados por las pruebas anteriores (IDA, PCR, histopatologia) son
concluyentes, afirmando que en el estado de Oaxaca se encuentran presentes dos
enfermedades micdticas que afectan las alas de los murciélagos. La primera de ellas es la
Debaryomicosis (infeccién por Debaryomyces sp.), de la cual se reportani5 casos (41.6% de
los murciélagos incluidos en el trabajo) confirmados por medio de PCR e histopatologia. El
género Debaryomyces ha sido estudiado por causar enfermedades en diferentes
vertebrados como: humanos, ratones, palomas y recientemente murciélagos (Wong et al,
1982; Mattsson et al, 1999; Lorch et al, 2015).

Actualmente se han identificado cuatro especies patogenas del género Debaryomyces: D.
hansenii, causante de infecciones sistémicas y localizadas como osteomielitis, D. kloeckeri,
causante de infecciones de piel y encontrado ocasionalmente en muestras de esputo, D.
emphysematosis, encontrado en infecciones respiratorias y Debaryomyces sp. causando
lesiones similares al SDNB en alas de murciélagos. (Wong et al, 1982; Desnos- Oliver et al,
2008 y Lorch et al, 2015).

Las lesiones presentes en los estudios histopatoldgicos de los murciélagos, positivos
exclusivamente a Debaryomyces sp., fueron: hiperqueratosis ortoqueratésica con y sin
presencia de hifas , y se presentd en Myotis velifer uno y dos de San Pedro Yolox (tabla 3),
la misma lesiéon presentada por el ejemplar descrito en el capitulo uno, otra lesion presente
fue la dermatitis linfoplasmocitica (Myotis velifer 7 de San Pedro Yolox, tabla 3), en el
primer grupo de murciélagos afectados no se observé infiltrado inflamatorio en la zona de
infeccion, lo que indica que los murciélagos no habian montado una respuesta inmune
contra este patdgeno, para el segundo grupo se observé una respuesta inflamatoria por
escasos linfocitos, en este caso la respuesta inmune estaba presente aunque de una
manera moderada.

Lo anterior nos indica que Debaryiomices sp. Tiene la capacidad de invadir el tejido cutaneo
de los murciélagos sin desarrollar una respuesta inmune efectiva contra el mismo, por lo
gue la infeccion podria perpetuarse llevando a la muerte al espécimen infectado. El hallazgo
de los estudios histopatoldgicos nos permite diferenciar la infeccién por Debaryomyces sp
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debido a la morfologia de sus hifas (ovaladas 1-2 um) en comparaciéon con
Pseudogymnoascus destructans que presenta conidios curvos 2.5-7.5 um.

Los murciélagos diagnosticados con el sindrome de nariz blanca fueron capturados
utilizando redes de niebla en los periodos febrero- marzo de 2017 y febrero- abril de 2018,
ninguno fue capturado en el periodo de hibernacién. Histolégicamente solo ocho
presentaron las lesiones caracteristicas del SNB descritas por Meteyer y cols (2009), sin
embargo el resto de ejemplares positivos a SDNB diagnosticados por medio de PCR (20
individuos) presentaban abundante respuesta inflamatoria, presencia de macréfagos y
linfocitos (Figura 10), lo que concuerda con el sindrome de reconstitucién inflamatoria
inmune propuesto por Meteyer et al,(2012) que es el mecanismo inmune por el cual se
desarrollan las lesiones criticas en las alas de los murciélagos infectados.

Si bien, la prueba de oro para la determinacion de SDNB es el estudio histopatolégico, este
tiene una alta especificidad con el inconveniente que requiere una colonizacion grande de
tejidos para poder detectar la infeccidon, como respuesta a esto la prueba de PCR tiene una
sensibilidad de 96% y una especificidad de 100% para detectar la infeccion segun los
creadores de la técnica (Lorhc et al, 2010), ya sea en estados tempranos o tardios (post-
hibernacidn).

Las pruebas aplicadas a los murciélagos capturados (revisién clinica, histopatologia y PCR),
nos indican la presencia de los primeros 20 casos confirmados para SDNB en el sureste
mexicano. Esta localizacidn difiere con la ultima actualizacion del mapa de ocurrencias para
el sindrome de nariz blanca (White-nose Syndrome occurrence map - by year, 2018) con
fecha del 02 de octubre de 2018, nos indica que la ubicacién mas al Sur conocida para la
especie P. destructans era San Antonio Texas.

12 murciélagos fueron positivos a la prueba de diagndstico de PCR a ambas infecciones,
histolégicamente las lesiones presentes en estos murciélagos fueron las mas severas
presentando abundante infiltrado inflamatorio compuesto por neutréfilos degenerados,
linfocitos y células plasmaticas mezcladas con restos celulares. Ocasionalmente en algunos
de estos ejemplares se observaba la presencia de hifas compatibles con la morfologia de P.
destructans o Debaryomyces sp. Esta es la primera vez que se detectan evidencias de
coinfeccién para murciélagos infectados con P. destructans.

El analisis filogenético de la secuencia generada nos revela que la secuencia es 100%
idéntica con otras 9 especies de Debaryomyces, contrario al 98% de identidad que se obtuvo
con D.maramus por medio de la herramienta Blast del IUCN, este analisis mas detallado nos
permite concluir que el patégeno identificado en murciélagos pertenece al género
Debaryomyces, sin embargo no podemos definir claramente a cual de estas 9 especies
pertenece. Asi mismo como podemos observar en la figura 13, el patégeno esta claramente
alejado de otros patdgenos como Candida sp., Aspergillus sp. O P. destructans.
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Conclusiones

La presencia de P.destructans en el estado de Oaxaca es un hallazgo de vital importancia,
debido al impacto que este patdgeno puede causar en las poblaciones de murciélagos en
conjunto con la alta diversidad de especies en el Estado. Se sugiere continuar una serie de
trabajos interdisciplinarios (medicina, ecologia, epidemiologia, genética) que busquen una
manera efectiva para combatir este patégeno ahora que ha sido identificado.

La variacion en la presentacion de las infecciones reportadas en este documento, nos llevan
a la posible teoria que el agente P. destructans detectado en Oaxaca sea una cepa diferente
a la reportada en Estados Unidos, lo que abre un nuevo campo a la investigacién de esta
enfermedad en la regién neo-tropical, con la identificacién de nuevas especies afectadas.

Oaxaca cuenta con una alta diversidad de especies de murciélagos (96 especies), en el
presente trabajo fueron abordadas solo siete especies, por lo que aun se desconoce el
estado de salud de 89 especies restantes en el Estado.

La prueba de PCR nos permite identificar la infeccion por Debaryomices sp. Para una
identificacion a nivel de especie, seria conveniente cultivar el patégeno, y posteriormente
aplicar un estudio gendmico mds detallado, como la amplificaciéon y secuenciacién del
fragmento ITS completo, asi como algun otro marcador molecular o pensando en un
proyecto mas ambicioso, el genotipado del patégeno.

Debaryomyces sp. No ha sido evaluado a nivel de comportamiento epidemioldgico, es
necesaria la evaluacién de una poblacién infectada con este patdgeno para predecir el
impacto que este pueda tener en las poblaciones de murciélagos neo-tropicales.

De los tres puntos donde fue identificado el Sindrome de nariz blanca y la Debaryomicosis,
solo uno de ellos pertenece a una cueva, aun queda pendiente la identificacion de refugios
en los Valles Centrales y la Sierra Norte de Oaxaca, encontrar los refugios de murciélagos
en estas zonas, nos garantizara llevar un monitoreo exitoso acerca de las especies que
pueden ser vulnerables, o resistentes al patdgeno, asi como identificar los sitios con
condiciones éptimas para el desarrollo de la infeccidon y poder elaborar un mapa de
distribucién potencial, que nos permita desarrollar planes para la contencién de estas
enfermedades.

Asi mismo, debido a las pruebas sobre la presencia del sindrome de nariz blanca, es de suma
importancia que esta informacidn sea difundida, en un foro con los especialistas en el tema
de quirdpteros, en primera parte para plantear una nueva metodologia de trabajo en
campo que disminuya la probabilidad de infeccién hacia otras poblaciones de quirdpteros,
esto por medio de un protocolo de trabajo en campo.
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Anexo 1: Contigs obtenidos por medio de la secuenciacidon masiva.

>contig00001 length=311 numreads=287

GTATTATGTTTtCTGGCCAGTTACGGTCCAGTATAGTTAAaCGTACATACAaCaTACGAGTTTGTATT
AAAAAaGGGGGTTTGCTGGGGAAGGAGACGAGAGAATAATAAAAACAGAGCAATTTCTTACTCG
CTTTCTTCTCTCGCTTCTTTCCCACAACATGTGTGCACACGGGTTTGGATATTGTGTAAATAAAAAT
GTGGCGCCAGAGAGTACTGTAAAAaGCGCTCCGtATGGCTGCCGCGTTTTCACTAATGATCCTTCT
GCAGGTtCACCTACAGAAACCTTGTTACGACTTTtACTTccAGTCT

>contig00002 length=262 numreads=6

CAAGAGATCCGTTGTTGAAAAGTTGTATAGTGTTTtATAGGCTTAtGAaGCCcATTGACTACATTCTA
CATCATaCTGTTGGGETGTGTAAAAAGACGTAGAGCCTGGAAATTCGAGGGEAGCCCTTACGAGC
AACCCTCGCATCCGCCCcGTGAAGGGCGAGAGEtATCCAGACCTACAGTCGGTGCACAGGTGGAA
AGATAAAAaTGGCGGGCGTGCACATIGCTCCGAGGAGCCAGCTACAACCAAGACACCATAGTTA

>contig00003 length=258 numreads=12

gtagactcAAGAGATCCGTTGTTGAAaGTTGTgATTTAaTtAAAaGGACCATCCGCTAGTCAACCCCAT
CGGGCcTTTCACTTCAAGALCcGCTATATTTACATACAAATGACCTATAACGATTGATATAAAGGCG
GgAAGGGGTGAAGACCCCcAACCCTGAACAGTTCGACGCGTTCGAAGGAATAGCCGAGTTTTEAA
GTGGCCAGAGCCCAAGAACTAAAAAGTCTGTTACGACTCGGTAATGATCCTTCCGCA

>contig00004 length=252 numreads=8

ATCATTATtGAaTAAaTCTGACTIGTTGTCGCTGGCTCTCCGGAGCATGTGCACGCTTGTCACCTTTA
TCTTTCCACCTGTGAACACACTGTAGTCCTGGATACCTCTCgCcGCAAGGCGGATGCGAAGTCTGC
TTCGGCTTACTTCGAATTTCCAGGTCTATGATTTtACAAaCCCCAATGAATGTtATAGAATGTIATCA
TCAGGCCTCGTGCCTATAAaaCTATACAACTttCAACAaCGGATCTCTTG

>contig00005 length=245 numreads=8

gcggaaggaTCATTAAAAGTGCTACCAAACATCCCTAATTCttcAACCAAAGGTtAGGGACTATGGTTA
AAGCCCCACCCGTGAATACTGTACCTTTtAGTtGCTTTGGCGGGCCCGTCaCCtAGETGACCGCCGG
GGgTTTtAGTTAAtcccGGGCCCGTGTCCGCCAAaTGGAAAATTGAACTTCTAGAATATTATTGACTGT
CTGAGTGATTAAACAATCATTaaaactttcaacaacggatc

>contig00006 length=242 numreads=35

TGCGGAaGGATCATTATCGAGTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCT
GCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGTATCAGATCGTGAAGCGGGCTCTTTAATTAG
GGCTTGTGAagTGTGTCTGTGCCTACGTTTATCACAAACTCTATAAAaGTATCAGAATGTGLATCAC
GATGTAACGCATCTATATACAACTTTtCAACAaCGGATCTCTTG
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>contig00007 length=237 numreads=2

TGGACAATTTTCCTTGCGACTAAGACGGGGGCGCTCGATTGCAGTGGCGGGTTGCGGGGGGGEC
CCTGCGGCGGCCgeeeeeegsAGaGACAACAGACCCTCCCCTCTTCCGCCGAGGCAACGAGACGTG

AAGACGGCATCGGGTGTAGGGGGCgCCCGAGGCCCTCCCCCAGACCGTCGAGCCCGGGGAGAGG
GGCGAGCTCACGTGGGCAGCGGCCGGCACCagaggcggaccgc

>contig00008 length=234 numreads=17

2aggaTCATTGTCGGTtCTTTGCAATTGtcGGTTTTGTAAATCCCGCCCAGCGCGGCTCGAGGTCAAA
CTCGATAACCTTCGGTCCGACCACGCCGGTGGGACTTCTCCATGGGCCGCAGAGTGGGCTTLCGC
GTCCTTCcGCGGCGAAAGTGGGEtGTCCCCGAAATGAGGTTGTTACCAATGCCATTAGTCTCAGAA
TGTAATAGCAGGCAGCGATGCCAATGCAACCAATT

>contig00009 length=226 numreads=2

CTGTTTtCTTAAAAACAATTCAGACTTCAGCTTGCCTCAGAGTTGCAAAAAAAAGGCCCGTCGCGG
GCACGTCACCCTCCGCCCGGGAATCGCTTCCcGAAACGGaCGGCGCGCACCACCTCGACGGAAAT
GGACAACAGGTCGTGACGACCCACACGTGACATGAGGACGGGTAACCGGCCCcGCGLTCTCGCG
CTCGGCCAATCACACTGGTAATGATCCTTCC

>contig00010 length=226 numreads=17

gacTCAAGAGATCCGTtGTTGAAaGTTATATTAATGaTGCGTTCTAAGACGCGATGTGTACATTCTG
CTACCAGGTGTATGTGTGTGTGAGACGCGGGCAAAAGGGCTTTCGCCcTCCcGCCCACAAAAGGT
GCACAGGTGTAGAGAZAGTGGATGAGCAGGGCGTGCACATGCCTCGGAAGGCCAGCTACAGCCC
cTTTCAGAACTCGATAATGATCCTtCCGCA

>contig00011 length=214 numreads=342

TGCGGAAGGATCATTAATGAATTCACTCTTGAAGCTGTTGCTGGCCTCtaGGGGCATGTGCACGCT
TCATCAGTCCAATTCCCCcAACCACCTGTGCACTTTTGATAGACTCACGTCTATATTATCACACACAC
TTTGTATGTCAATGAATGTTACATATGTGGGCCATGTGCCTATAAACCTAATACAACTTtCAACAAC
GGATCTCTTgAgT

>contig00012 length=213 numreads=84

CGCcGTAGACTCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAAALGATTTACATTTGTTATACTGACGCTGAT

TGCAACTGCATAAAAAGGTTTATGGTGTGGTCCTGGTGGCGGGCGAACCCGCCCAGGAAACAACA
AGTGCGCAAAaGACAAGGGTGATAAAAATAATCCAGCCGAAAAGGCCTTCATATTTIAATTTGTGT

AATGATCCCTCCGCA

>contig00013 length=210 numreads=17738

GAAGATTTTTGAATTTAATCAACAAATTGACAATTAAATAAAATAACAATTCAATATAAATATTGAA
GTTTAGTTCAGTAAGTCTCTGGCCCAAACTATTTCTAGTCCAGACCAAAGCAAAAGTTCTTGTAATA
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ACAAAAaCACTGTGTGTAAGGTTTTTCGCCGCGCAATTAAGCGCTGGCAAAAGAATACTGTAATG
ATCCTTCCGCA

>contig00014 length=208 numreads=18

TGCGGAaGgATCATTACCGAGTTAGGGtCEgCCccgcGCGCCCGACCTCCAACCCTTTGTCTACCTGAC
CTATATGTTGCTTCGGCAGGCCCGCcGCCCCTCACCGGGTGGCCGCCGGGGECCTTGCGLCCeGG
GCCcGCGCCTGTCGACGGCCCAACCACAAACTCTTGTACCTAAACGTGTCGTCTGAGTTAACAAaAC
AAAATAAAC

>contig00015 length=208 numreads=15

GaTTCATTtGCTTGCCCTTTCGGGGCCACTCAGACGTAGATGCCGCTGGGGTAGACACGAGAGTTT
GTTGGGGCCTCCGGCGGGCGCCTGGTTCCGGGLGLCGGGGECCCGGGGCTGTCCCGCCGAAGCAA
CGTTTTGGTAAGGTTCACAGTGGGTTTGGEGAGTTTTGGAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTT
CACCAACGGAGA

>contig00016 length=205 numreads=16

TGCGGAaGGATCATTaTCGAGTTTtGaCTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCEGAGGCACGTGCACGCCCT
GCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGTTTACCGGTCGCGAAACGGGCTCGTTLATTCG
GGCTTGTGGAGCGCACTTGTTGCCTGCGTTTATCACAAACTCCATTAAAGTATTAGAATGTGTATTG
CGATG

>contig00017 length=204 numreads=9

GGAGATACTCAGACTGCTGTAGACAACTAAGAGTTTtGTTCTCCTTCGGCAGGCACCCcGGAGGCTG
AGAGGTCCCTCCCAGGGACCGCCTGCCGAAGAAACAGGACGGGTAGGTTCACAAATGGGTTGTA
GGAGTCGTGTAACTCTTTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACGACTTTtAC
TTccAGT

>contig00018 length=202 numreads=36

gactcAAGAGATCCGTTGTTGAAaGTTGTATTGTTtAATAACAAAACGTTCTACTATGACATTATGTG
GTTtGTGTGAAaGAAGACCGAAGAGGTCCTCTGAAGTGCACAGGTGAGGTTGAAGTGGATGCGA
GGCGTGCACATGCTCCCGTGACAGAAGCCAGCAAACAACCCCGTAACGACTCGTTAATGATCCTT
CCGCA

>contig00019 length=199 numreads=29

GATTtGTTtGTATTtGTTATTCAGAAGTAGATTCGCTATAAATTCAAGAGTTTGGTGCTGCCGGCGG
GGETCGGtCGGECGCCCGCTAGGGGCAACCCTCCCAGCCGTCCGCCGAGGCAACAGCAGTAATTG
GTAAGGTTCACAATGGETTTGGAGTAATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAG
A
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>contig00020 length=193 numreads=14

CAAGAGATCCGTTGTtGAAaGTTTtATTATGTTATAATAAGACTACATTtGTTACAaTAATGTTtAGT
ATAAaaGTGGATGCAAGCATCCAACAGTTCACAGGTGTTATGGATAGAATTACCAACAGTGTTACC
TGTTGGCACATCCGGACCGAAGCCTCAGATGATTTGAATTCAATAATGATCCTTCCGCA

>contig00021 length=192 numreads=41

gactcAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTGTATAGTTTGTTGACTTGGCGTCAATATGTATGTACTT
GTACATGCGTGTTTGTGTGGTTGGACTTGCGTCCACGCGGCACAGAAGGCCGCAGTGCACCGGGT
TTGGTATGTGGTTAGAGGCGGACGAATCCACCTCTCGAATCCATTAATGATCCTTCTGCA

>contig00022 length=192 numreads=364

AaTTtATTIGTTTtGCCTTGCGGCGTATTCAGAAGATGCTGATAATACAAGAGTTTGAtGGTCCCCG
GCGECCGCTGGTCCAGTCCGCGTCCGECTGGGGCGAGTCCGCCGAAGCAACGATAGGTAGGTTCA
CATAAGGGTTTGGEAGTTGAAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGA

>contig00023 length=192 numreads=24

GATTGTTtGGAAGTTACTCAGaGaTGCCACTAAATATaGgtATAGTTTtGCGACCTGCGGCGGGCGC
CTCCGCTaGGGAGGCTGCGGCCCCGLCLCCTGGGGCCGCCCGCCGAGGCAACGGTACGGETATGTTC
ACaGtGGTTTGGGAGTcGTtAAACTCTGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGA

>contig00024 length=190 numreads=45

GATTCATTCGTGTTCACTCAGAAGATGCCACAGCAAAGACAGGAGTTTGGTTTtCCCCcGGCGGGC
GCCTTGGTCCGGGGCACGCAGGGGCGCCCGGGGCGTGTCCGCCGAAGCAACGATGGTATGTTCA
CAGTGGTTTGGCGAGTTGTTACGCTCTGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGA

>contig00025 length=185 numreads=3

ATCATTAACGAGTggAGGGTCTTCTtGGCCcGACCTCCCAACCCTaTGTTtaTtgaCCTCTGTTGCTTC
GGCGGaCCcGecttACGgCcGCCGgAGGALcGCcTCGCGGCGTCCTCTGGecAGCGTCCGCCGATGCC
aacccTcAAAaCTCtGAATGAaTCGTGTCaTtATGTCTAAGTCTATGA

>contig00026 length=187 numreads=4

CTTtAAGACTCCGACGCAAAGATGCAGTGTTTEATGACCTCCGGGGGCGCCGTCGCCGAAACGGC
GGGGTCGCCCCCGAAGCAACAGAGTTGGTTCACAAAGGGTTGGAGGTCGGGCTTtCGCCCTCACT
CAGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACGACTTTLACTTCC

>contig00027 length=187 numreads=16

GTAaTAAATEIACGTTTtACTGACGCTGATTCCAATAACAAAaGGTTTATGAATTGTCCTGGTGGCGG
GCGAACCCGCCCAGGAAACAACAAGTGCGCAAAAGACATGGGTGAAATAATTCAGCTGTGGGAG
AGGCCAAAAGGCGCCCTCCTCACAACCTGCATATTTtGTGTAATgaTCCCTCCGCA
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>contig00028 length=186 numreads=71

GTAAATTATTACATTGTTACTGACGCTGATTGCCATTGCAAAaGGTTTATGGGTTGGTCCTTGTGGT
GGGCGAGCCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACACGGGTGGAATAATTCAGCAAGGC
TGGCCACCCCGGEAGGTGCCAGCCCGCCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCA

>contig00029 length=185 numreads=108

TGCGGAAGGATCATTAACCTTTCAAATCAGGGTGCGGCGCGGCCCCcGAGGAGCGGAAACAATCC
TTGGGAGGTATGCGGGGGCTTCGAGCCCCCCATTTACGCACGCACGACTGCCATCCTTACTTTACG
AGCACCTTCTGTTCTCCCTCGGCGGGGCAACCTGCCGTTGGAACCGAATAAaCt

>contig00030 length=185 numreads=7

ATCATTAACGAGTTTtAAAaGGTtGTGCTGGCCACTATCTGGGGTAGGTGCACGCCTACTCATATCA
ACCTTCTACCTTTGTGCACTTATTGTAGGTCGGTGGAAAGGCTGGTTTGTAAGAACCAGCTGGAAA
ACCTTCCTATGTTTACTACAAACGCTTCAGTTATAGAATGTAATCTTGCGTA

>contig00031 length=183 numreads=52

GACTTATTAAaTAAGACACTCAGATAATCAACGAAGATAACAGAGTTTGGTTTGTCCGCCGGCGGE
CCGCCcGGGGCGCGAGGTCCCGGGTAGCTTGCGCCGAGGCAACAAAGAGATAAGTTCACATGGG
TTTGGEAGTTGGATAACTCTGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGA

>contig00032 length=175 numreads=2

TtGTTGGTATCGEAACGGGTAATGCTGTtAtAAAaaGGTTtGETTGGTTCCAGCGGCAGGTCGCCec
GCCGAAGGAGAACGAAAaGGTGCTCGTACagTAAAGGGTGGATACGATGGCCACAGGACGCGGE
tcGCGGGGGACCcGCcgAAaCCGCGCcTGCGaGCGATCGCGAATC

>contig00033 length=174 numreads=2

AGTTATTATTTTAATAAATTCAGACACGATTGGTTAAGAGTTTTGGTTAGGTTGGCCACCGGCGGG
TGCTGGCCGGAGGGGGTTACCCCTCCGGCGGTCCAAGGACGGACCCGCCGAAGCAACGTGAGGT
TTGGTAGACAAAGGGTTGGEAGGTCGGGCCTGTAAAGAaCCCAG

>contig00034 length=170 numreads=11

AACtAATTtAGCtAATAAGCTCAGACTGCAATCTTCAgACAGCGTTCAATGGTGTCTTCGGCGGGCG
CGGGccaGaGGGCAGaTGCCCCLcGGCGGLCatGeGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTACGAT
AAACACGGGTGGEAGGTtGGACCCAGAGGGCCCTCACT

>contig00035 length=165 numreads=3

GTATATaCTCAGACGACACTAACATTCAGAGTTTgAAggCcTCTGGcGGgCGCGCGCCaGCgTTAGC
CaGCGGCcGGGCcaGGAgCCtaGcGGCCCGCCAAAGCAACACEGTAacgaTcaCAGTGGGTGGGAGAT
CTACCCgagAAGGGCGAGAaCTCTGTAATGA
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>contig00036 length=168 numreads=3

TGAATGCGCAAGCattttcGTGTTGTCgccTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGTCCCTCGGGACCGCCGGA
GGACCGCCGAAAGGTGTCCTCTGGCCCGCGCCCGCCGATGGCCAACTTCTAAACTCTGAATGAAT
CGTGTCTATTGTCTGAGTCTATGATTTAAaTAAAG

>contig00037 length=168 numreads=17

CTGATTTTATATTCAGACTCAGACTGCATCACTCTCAGGCATGAAGTTCAGTAGTCCCCGGCGGCT
CGCCCCCGAGAGGGCtCCCcGCCGAAGCAACAGTGTTAGGTAGTCACGGGTGGGAGGTTGGGCG
CCCGGAGGCAGCCcGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCA

>contig00038 length=170 numreads=75

AATTTATTAATTAAGTTtACTCAGACTGCAAAGTTACGCAAGAGTTTGAAGTGTCCACCCGGAGCC
CCcGCCCGAaGGCAGGGTCGCCCCGGAGGCAACAGAGTCGGACAACAAAGGGTTATGAACATCC
CGGTGGTTagACCGGGGTCACTTGTAATGATCCCTCCGCA

>contig00039 length=167 numreads=11

GATTGATTATATGTATCACTCAGACGCAAGAGATGCAAGAGTTATGAAGGTGTCCGCCGGGGGCC
CcGACGCCCGAAGGCCGGGTCGCCCCcGAGGCAACAGAGTCGTTTCGACATGGGGTTGGAGGGA
GGCGCCGGAGCGCCACACTCGGTAATGATCCCTCCGCA

>contig00040 length=164 numreads=2

ATCATTAATCaGTGGATCCGGCGGEAAGTTCCCGCCGGGTaGACCTCCACCCGTGCCTATCTACTCT
TGTTGCTTTGGCGGGCCGTGGCCTCCACTACGGGCTCTGCTCGTACGTGCCCGCCAGAGGACCAA
ACTCTGAATTTAGTGATGTCTGAGTaCTATTt

>contig00041 length=161 numreads=4

TAATTTTGTGTTTTCACTCAGACTGCAATCTTCAGACAGCGTTCAGAGGGTCTTCGGCAGGCGCAG
GCCCGGGECAGAagCCLCLcGGCGGCCGTGAGGCGGGCCTGCCGAAGCAACATGGTACAATAGAC
ACGGGTGGGAGGTTGGACCCAAAGGGCCCTC

>contig00042 length=162 numreads=19

TTTtGTATGATTCCAGCGGCAGGTTGCCCcACCGAAGGAGAACGAAAGGTGCTCGTAAAAAAGGA
TTCAAACGCGTGGCGCGTGAAGAGTGTTACCTCCTACCGCCCGGGAAGAACCCGGAGGCCGCGA
CCACACTGGATGATGTGTAATGATCCTTCCGCA

>contig00043 length=161 numreads=22

GATATATTTtGCTTCTCATCAGACGGAGCACTGCTCATTGCAGGAGAGTTTtCTTGGGGTCCCCATT
GGCAGGCGAGCCTGCCGAGGAAACGTATGGTGCTCGAAAAGTCAAGGGTACTATCTCGACAGGG
CCGAAGCCCCACGATAATGATCCTTCCGCA
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>contig00044 length=160 numreads=24

GATTGATTCAAaTATTtACTCAGACGCAAAGATGCAGAGTTGGGTGTCCGCCGGGGECCCCAACGC
CcGAAGGCAGGGTCGCCCCcGAGGCAACAGAGTCGGGTCACAATGGGTTGGAGGTCGGGCCCGG
AGACCCTCACTCAGTAATGATCCCTCCGCA

>contig00045 length=158 numreads=35

GACTCGTTGtAGTGGACTCGGAGATGCCAACGCGCGAGGCAAGAGTCGTGGGCCGLCCGGLGGGL
AGGGCCCGCCGAGGCAACGTTTTCAGGTAAGATTCACGGTGGTTGGGGETTtGCACCTCCTGTAAT
GATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGA

>contig00046 length=155 numreads=18

AACTTggtttttATAAaTCAGAACATACAGTCCGCTGTGCAAATaGAGTTTTGGCGCTGCCGGCGGGG
ACGECGGGGCCGECGGCACGGCCCGGTTAGGGGCGCGAGCGCGACGTCCCACLCGLLCTCCCGLCG
AGGCAACGCGGCAAGaGETAACG

>contig00047 length=155 numreads=32

CACTACCCCATTGCCGCGCGTTGCCTCGGCGGTGAGGTCCGCGGGGGECgggglagtGCGCTCeGGL
GCTCCCCCcTCCCGGGCCCCcGCCGGCCGCGCCTTACTCTTAATTTGCaaaGCGEACTGTACGATCT
GATTAATCTTGATAAACAAGTC

>contig00048 length=150 numreads=18

CACTACCCcATTGCCGCGCGTTGCCTCGGCGGTGAGGTCCGCGGTGGGECCGCGCTCCGGLCGCLTC
CCcACCCcGGGCCACCCGCCGGCCGCGCCGAACTCTTCATTIGCAAaGCGGACTGTACGATCTGATT
AATCTTGATAAaCAAGTC

>contig00049 length=150 numreads=32

CTCCCAAACCACTGTTAACATACCCGTCCCcGTTGCTTCGGCGGGCGGCCCCAGGGCGGGECCGTC
GCCTCCCTCGtGGAGGCGCCcGCCGGAGGATACCaaaCTATACCgATTATTAGTGGCCCTTCTGAGC
TATACGTgaaTAATtAC

>contig00050 length=144 numreads=9

CAAGATACAATCAGAACATGCAGTCCGCTTTGCAAATGAAGAGTTCGGCGCGGCCGGLCGGGGGE
AGCCCGGGGEAGCCGGGGCGCGGAGGCCCCGGACACCGCAGACCCCTCCcGCCGAGGCAACGCG
CGGCAAGAGGGTAGGG

>contig00051 length=142 numreads=6

GGAAGTAAaGTCGTAACAAGGTTTCTGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCATTAGTGAATTaaaGG
GACTTTCcATTCTCATGGATTCCCGAACCCTCACCTTTATCCAATTaCACCTGTGCACTGTTGGTTAG
GTGTccTTC
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>contig00052 length=139 numreads=5

ATGTGTAGGCACACAGGCAGGGACGCAGCCATTGAAGGTGCAGAACCCCGACCCATGAGAAAGT
GCACAGTGGTGTAGAAGGTTGGATGAACGAGGTGTGCACATGCCCGGAGGCCAGCAGCAACCC e
ACTCAACTtCA

>contig00053 length=135 numreads=9

ATCATTAGTGATTAATTATTGAGTGaTAAAAaCTCATAATCTTCtACAAACCACTGTTTAAAATGCttA
CTAGAATGTCCAAGCAGTTAAGCTGTTGAAATATIAAAAGTTTAaTAAAaCTTTCAACAACGGATC

>contig00054 length=133 numreads=2

TGAAGTTGAGCAGGGTTGTTGCTGECCTCcGGGCATGTGCACGCCTtGTtCTGCCCACCCTTCtACAC
CACTGTGCACTTCTcATGGGTCGGTTCTGCGCCTTCGGGCTGCGATCTTGCCTGTGTGCTTATAC

>contig00055 length=132 numreads=13

ACTTGTTtGTATTGaaaTACTCAGAGTAATAGTTCCGCTATAAaTCAAGAGTCTAGTGCTGCCGGCG
GGCGCCGGACGGCCCcGCCGAGGCAACAACTGAAACEEgsAAATGTTCACATTGGGTTTGGAGCG

>contig00056 length=128 numreads=13

AAAaaaTCTGAATCAGACAGTGCAGTACGCTTCGCAGATGCAGAGTTCGGCGCTGCCGGCGGGGE
CCcGGGgCGGGeecgggggcccGCCCCAGACCTCCcGCCGAGACAACGCGGCAGGGGETaGGE

>contig00057 length=120 numreads=2

TATaagCACGTTGCTTCGGCGAGTGTCCCAGAGAGGGTCCGCCCTCCCcGGGACGCTACGCLTCGCC
GGCAGCCTACTAAaCTCTGTTTCTTTGCGTTGGCATCTCGAGTAAATCAAACAA

>contig00058 length=118 numreads=5

GAAAGGAGATTCATCTGCCAACGCCAAATTtAAaCAAaCCCTGAGTTtATTGAATGTGAATTAACTA
TGCCTTtAGTTGGECAGAaaCTtAATACAACTttCAACAaCGEATCTCTTG

>contig00059 length=110 numreads=2

ATGGGATTCACCTGCCAACGCCCAATTTACCAAACTCTGAGTTCATTGAATGTGAATTATCTATGCC
TTTaGTTGGGCAGACACATAATACAACTTTCAACAACGGATCT

>contig00060 length=109 numreads=1

TCTCGCGACCGCCgggggaCCTTTACACGTCCTCTGGCCCGCGCLCCGeeggtGGCCaaccttaacaaactC
TGTAACAACCATGTCTTGTCTGAGTATAATCtttaatt

>contig00061 length=105 numreads=3
GCAAGGCCCCCcGGGGGGEATACCTCCCCccGGGEggCtAGCGCCCGCCGGAGACACCGAAaaaCTCt
GTGTGAAGgtTTGCCTCTGAGTTTGACACAAAATAGCC
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>contig00062 length=106 numreads=4

GATTGATTATGTATCcAACTCAGACGGCAGTCTTCAGACAGCGTTCGAAGAAAGGTCCCccGGCGA
GCACACGCCCGGGGGCACGAGGCCCCCccGGCGGCCAGAA

>contig00063 length=102 numreads=2

CTTATTCAGtACAGAAGACTCAGAGAGGCCATacaaTTCAAGAGTTTGGtgACCTCcGGCGGGCGCC
CGCggaGGGGcececaggggcegeecggggtaacggga

>contig00064 length=104 numreads=4

GAACGTTGCCTCGGCGGGCGCCCAGCCTCGCGCCGGGCGTTCAGCCCGCCGGCGGCCCACAACTC
TGTCTCTGCAGCGtGGCATCTCCGAGTCACTACAAACAA
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