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RESUMEN

El microbioma comprende a microorganismos simbiontes y sus interacciones con el
hospedero que co-modulan su fisiologia. Las bacterias se han estudiado mas, y los
hongos, el fungoma, se han explorado menos, pese a conocerse su papel regulador
de otros microorganismos potencialmente patdgenos. El fungoma puede ser
estudiado a partir del Espaciador Transcrito Interno (ITS) o sus sub-regiones, ITS1
e ITS2, aunque cada gen influye en el tipo de comunidad descrita. En esta tesis se
describié el fungoma epitelial de mamiferos marinos, principalmente el fungoma
epitelial genital del lobo marino de California (LMC) y el epitelial respiratorio de la
ballena azul (BA), pues nos permiten evaluar la influencia del entorno en su
microbioma. La hipdtesis central desafiada fue que el fungoma difiere entre
hospederos y sus caracteristicas eco-fisiolégicas, como la transformacion epitelial
en el LMC y la condicion corporal de la BA. Para desafiar la hipotesis se amplificaron
mediante PCR las subregiones ITS1 e ITS2 en muestras de ADN de mamiferos
marinos y se realiz6 secuenciacion masiva. Después se determind la diversidad alfa
y beta, coocurrencia, asociacion con caracteristicas fisiolégicas y con las bacterias
de la microbiota del mismo epitelio en sus hospederos. Se observo que el gen ITS1
fue mas informativo, y que el fungoma central del LMC y la BA estaba dominado por
Malassezia, pero Candida, Colletrotichum y Penicillium son importantes para su
estabilidad. Se observaron diferencias en la beta diversidad entre regiones
ecologicas en el LMC, y entre sexos en la BA, pero no en relacién con su condicién
corporal. Los Tremellomycetes fueron mas abundantes en el epitelio genital del LMC
con transformacion celular. La coocurrencia de hongos y bacterias fue muy baja,
pero la familia Malasseziaceae present6 mas correlaciones positivas con bacterias
de las familias Ruminococcaceae y Leptotrichiaceae en LMC, mientras que
Cladosporiaceae tuvo mas correlaciones positivas con la familia bacteriana
Prevotellaceae en BA. Este es el primer estudio, a nivel mundial, que caracteriza el
fungoma de epitelios de mamiferos marinos y lo relaciona con aspectos fisiolégicos
y otros componentes del microbioma, lo que nos permite comprender el microbioma
desde una manera mas integral.

Palabras clave: Balaenoptera musculus, fungoma, hongos, microbioma, Zalophus

californianus

xiii



ABSTRACT

The microbiome comprises all symbiotic microorganisms, and their interactions that
co-regulate host physiology. Bacteria have been the most studied components of
the microbiome, while fungi, i.e. the fungome, have been less explored, despite their
known regulatory role in other potentially pathogenic microorganisms. Fungal
communities can be studied by the Internal Transcribed Spacer (ITS) or its sub-
regions, ITS1 and ITS2, but each gene can influence the type of community
described. In this thesis, the epithelial fungome of marine mammals was described,
with particular emphasis on the genital epithelium of the California sea lion (LMC)
and the respiratory tract of the blue whale (BA), as these species are ideal to allow
us to evaluate the influence of the environment on the microbiome. The central
hypothesis tested was that fungome differs between hosts and between their eco-
physiological characteristics, such as epithelial transformation in the LMC and body
condition in the BA. To challenge this hypothesis, ITS subregions were PCR
amplified in marine mammal DNA samples, and mass sequencing was performed.
Alpha and beta diversity, abundance, co-occurrence, and association with
physiological characteristics and bacteria of their hosts were then determined. The
ITS1 marker was found to be more informative to study the fungome. The core
fungome of the LMC and BA is dominated by Malassezia, but Candida,
Colletrotichum and Penicillium are important for its stability. Differences in beta
diversity were observed between ecological regions in the LMC, and between sexes
in the BA, but not in relation to body condition. Tremellomycetes were more
abundant in the genital epithelium of LMC with cellular transformation. The co-
occurrence of fungi and bacteria was very low in general, but the Malasseziaceae
family had more positive correlations with bacterial families Ruminococcaceae and
Leptotrichiaceae bacteria in LMC, while Cladosporiaceae had more positive
correlations with Prevotellaceae in BA. This is the first study in the world to
characterize the fungome of marine mammal epithelia and to relate it to physiological
aspects and other components of the microbiome, allowing us to understand the
microbiome in a more comprehensive way.

Keywords: Balaenoptera musculus, fungi, fungome, microbiome, Zalophus
californianus
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1. INTRODUCCION

En los dltimos afios el interés cientifico por estudiar y comprender la estrecha
relacion que guardan los microorganismos simbiontes con sus hospederos, es decir,
el microbioma, ha crecido, pues se ha evidenciado cédmo la dinamica simbionte-
hospedero puede influir en la salud del segundo (Underhill e lliev 2014, Del Campo-
Moreno et al. 2018, DeCandia et al. 2018). Particularmente, las bacterias
(bacterioma) han sido mas ampliamente estudiadas, y aun falta comprender el papel
de otros componentes como los hongos, es decir, el fungoma (Underhill e lliev
2014).

Los hongos son organismos heterotrofos, ubicuos y que establecen fuertes
interacciones bioldgicas con otros reinos, siendo piezas clave en el funcionamiento
del nicho que ocupan (Arenas 2008, Bahram y Netherway 2022). En el contexto del
microbioma, ayudan en la maduracion de algunos érganos linfoides y regulan las
poblaciones de otros microorganismos con potencial patégeno (lliev y Leonardi
2017, Lai et al. 2018, Bahram y Netherway 2022). No obstante, su estudio esta lleno
de limitaciones metodoldgicas, como la ausencia de un método universal de

identificacion taxondmica (Nash et al. 2017, Licking et al. 2020).

A la fecha, gran parte del conocimiento sobre el fungoma se ha obtenido a través
de estudios en humanos (Nilsson et al. 2019, Zhang et al. 2022), y poco se ha
explorado en mamiferos de vida libre (Barelli et al. 2020). Los mamiferos marinos
son excelentes modelos para el estudio de comunidades microbianas por contar
con adaptaciones anatomo-fisiolégicas para realizar funciones biologicas en el
entorno marino como alimentacion, reproduccion y crianza, exponiéndose a una
gran variedad de microorganismos (Berta et al. 2006). Ademas, debido a su
longevidad, fidelidad al sitio y alta posicion trofica son considerados centinelas
ecosistémicos, pues su salud refleja la condicion del entorno que habitan (Aguirre y
Tabor 2004, Bossart 2011).



Caracterizar el fungoma de los mamiferos marinos en vida libre nos puede ayudar
a comprender mejor la relacion que guarda el hospedero con su entorno, pues los
hongos que colonizan los epitelios pueden provenir del ambiente o dieta, y
responder a estimulos como cambios de temperatura, salinidad, pH entre otras, y
tener impactos fisioldgicos positivos o negativos (DeCandia et al. 2018). Si bien,
pocos hongos tienen potencial patogénico en vertebrados (De Hoog et al. 2018),
cuando se establece una micosis (infeccion por hongos) suele ser por organismos
comensales y oportunistas en un hospedero que no es inmunocompetente (Tizard
1995, Arenas 2008).

El sistema inmunoldgico, el microbioma y la salud de los mamiferos marinos pueden
verse comprometidos por fendmenos climatolégicos, incluido el cambio climatico, la
presencia de contaminantes, el estado nutricional, factores antropicos y otros
disturbios del entorno (Acevedo-Whitehouse y Duffus 2009, Pardo et al. 2015, Puig
et al. 2023). Todos estos factores pueden provocar una disbiosis (alteraciones del
microbioma) que a su vez se relacionan con patologias mas severas (lliev y
Leonardi 2017). La neoplasia urogenital del lobo marino de California (Zalophus
californianus), por ejemplo, se ha correlacionado con altas concentraciones de
organoclorados en el tejido adiposo subcutaneo (Ylitalo et al. 2005) y disbiosis
bacterianas (Pereida-Aguilar et al. 2023). La baja condicion corporal en animales en
vida libre puede reflejar un sistema inmunitario subéptimo (Brock et al. 2013), que

podria asociarse a disbiosis fungicas (Wheeler et al. 2016).

Recientemente se ha empezado a caracterizar el bacterioma de algunas especies
de cetaceos en vida libre (Acevedo-Whitehouse et al. 2010, Apprill et al. 2017,
Robles-Malagamba et al. 2020, Vendl et al. 2020). También se ha estudiado el rol
del bacterioma en procesos fisiologicos y patolégicos en lobos marinos de
California, ballenas azules (Balaenoptera musculus), ballenas jorobadas
(Megaptera novaeangliae) y elefantes marinos del Norte (Mirounga angustirostris)
en vida libre (Apprill et al. 2014, Stoffel et al. 2019, Dominguez-Sanchez 2020,

Pereida-Aguilar et al. 2023). En contraste, actualmente no existen investigaciones



acerca del fungoma y su papel en el microbioma en ninguna especie de mamifero

marino en vida libre en el mundo.

Esta tesis identifico las especies de hongos simbiontes a partir de muestras de cinco
especies de mamiferos marinos. Posteriormente se seleccionaron como modelos
de estudio al lobo marino de California (LMC) y la ballena azul (BA) para estudiar el
fungoma en relacién con variables eco-fisioldgicas y su bacterioma. Particularmente
para el LMC se estudié el fungoma en relacién con su distribucién geogréfica,
estado de transformacion epitelial genital, presencia de virus con potencial
oncogénico y grupo etario; y para la BA se estudio el fungoma en relacion con el

sexo y su condicion corporal.



1.1 Justificaciéon

Los disturbios en ecosistemas marinos estan ligados a la aparicion de
enfermedades en animales y una consecuente disminucion en su eficacia biologica
debido a la modificacion de toda una compleja red de interacciones ecoldgicas con
repercusiones en la biodiversidad (Smith et al. 2009, Bossart 2011, Gulland et al.
2020). Por este motivo es importante construir conocimiento sobre la ecologia y
fisiologia de las especies, y asi poder identificar a las poblaciones en potencial
riesgo (Acevedo-Whitehouse 2009).

Tener acceso a muestras biolégicas que permitan conocer el estado de salud de
mamiferos marinos en vida libre es restringido por factores logisticos y éticos
(Papastavrou y Ryan 2023). Gran parte del conocimiento adquirido proviene de un
muestreos no sistematicos u oportunistas, como varamientos (p. ej. Groch et al.
2018, Soares-Castro et al. 2019), o extrapolado de animales en cautiverio (p. ej.
Sidrim et al. 2015, Chiarello et al. 2017, Suzuki et al. 2020), por lo que se vuelve
importante valerse de registros historicos y hacer un buen uso de muestras
colectadas, que permitan conocer la historia de vida de los individuos. Esta tesis se
realizd con material bioldgico de animales que fueron muestreados entre 2003 y
2023, para los que se conocian aspectos relacionados a su salud, edad, condicién
corporal o sexo, bajo el marco de proyectos de investigacion registrados en la

institucion con el fin de comprender su dinamica eco-inmunoldégica.

El cancer en animales de vida libre no es comun, excepto para las poblaciones del
LMC en las costas del oeste de Estados Unidos (Browning et al. 2015). Si bien, en
territorio mexicano aln no se ha reportado, existen cambios citolégicos pre-
oncogénicos que pudieran estar vinculados con factores ambientales o del
microbioma, mismos que serian dificilmente replicables en condiciones de
laboratorio (Barragan-Vargas et al. 2016, Pereida-Aguilar et al. 2020). A la fecha no
existen estudios que relacionen el fungoma genital con la transformacion epitelial,
por lo que este estudio se vuelve importante al brindar una aproximacion a la

comprension del microbioma y su relacién con la salud en los animales.



De igual forma, la importancia de conocer aspectos ecologicos de la BA se ha
acrecentado al tratarse de una especie amenazada (segun la IUCN, Cooke 2018).
Una manera de poder comprender las redes ecoldgicas en las que se ve involucrada
la especie es conociendo los componentes de su microbioma (Puig et al. 2023).
Recientemente se caracterizé el bacterioma respiratorio de la BA (Dominguez-
Sanchez 2020), pero el componente micético permanece inexplorado. Mientras no
se incremente el entendimiento del microbioma, es dificil comprender las relaciones
eco-evolutivas de las simbiosis que ayudan a mantener un estado fisiol6gico sano

en los hospederos.



2. ANTECEDENTES
2.1 Microbioma

El microbioma comprende a las especies de microorganismos que cohabitan en
simbiosis, comensalismo o parasitismo con un hospedero, e incluye a bacterias,
arqueas, virus, parasitos, hongos y levaduras y sus funciones biologicas (Del
Campo-Moreno et al. 2018). Esta relacion es resultado de afios de coevolucion

adaptativa y beneficio mutuo (DeCandia et al. 2018).

Se sabe que el microbioma tiene un papel fundamental para la salud del hospedero
en torno a la homeostasis y control de la respuesta inmune frente a enfermedades
(Underhill e lliev 2014, Suzuki et al. 2020), no obstante, su abordaje tiene la limitante
de que la mayoria de las especies que lo constituyen no pueden ser aisladas y
cultivadas in vitro (Rosenbaum et al. 2019). Esto se ha subsanado con las técnicas
gendmicas de secuenciacibn masiva, que permiten identificar las diferentes
especies de microorganismos presentes en una muestra, aunque no es posible
saber si son viables ni determinar su papel biolégico en el organismo (Underhill e
lliev 2014, Nilsson et al. 2019).

La composicién del microbioma esta supeditada a variables genéticas, fisioldgicas
y ambientales (Tian et al. 2020) asi como a sefiales epigenéticas y conductuales del
hospedero (DeCandia et al. 2018, Coyte y Rakoff-Nahoum 2019). ElI ambiente
externo y las interacciones entre microorganismos del microbioma también
impactan la composicién del mismo, y se considera que el microbioma de un animal
es un indicador de la interaccion de éste con su ambiente (Pannoni et al. 2022). A
pesar de esta variabilidad, se ha buscado determinar el microbioma central comun,
gue se refiere a los microorganismos que se encuentran presentes y abundantes en
la mayoria de los individuos (Risely 2020, Neu et al. 2021). Sin embargo, existen
microorganismos cuya presencia responde a etapas fisioldgicas o de desarrollo
especificos (microbioma central temporal) y otros microorganismos que
desempeiian funciones biologicas importantes a pesar de tener una baja

abundancia (microbioma central funcional) (Risely 2020).



El microbioma puede ser diferente en animales en vida libre respecto a animales en
cautiverio, ya que los ultimos suelen tener condiciones ambientales por lo general
mas controladas (Suzuki et al. 2020). Esto significa que los estudios del microbioma
en animales en cautiverio no reflejan lo que acontece en vida libre (Turko et al.
2023). Afortunadamente, cada vez crece mas el interés por conocer el microbioma
de mamiferos marinos de vida libre. Godoy-Vitorino et al. (2017), por ejemplo,
observaron diferencias en la composicion del bacterioma oral, respiratorio, genital y
del tracto gastrointestinal de un delfin listado (Stenella coeruleoalba), sin embargo,
se trataba de un animal varado, por lo que no es correcto inferir que el bacterioma
observado sea representativo de especimenes vivos. Emami-Khoyi et al. (2019)
describieron el bacterioma oral de crias de lobos finos de Nueva Zelanda
(Arctocephalus forsteri), pero no analizaron diferencias entre los hospederos como
individuos sanos y enfermos, entre etapas de desarrollo o diferentes nichos
ecologicos. Stoffel et al. (2019), por su parte, reportaron diferencias en el bacterioma
gastrointestinal de M. angustirostris entre sexos, asi como Dominguez-Sanchez
(2020) con el bacterioma respiratorio de B. musculus entre sexos, edad y temporada
de muestreo; Glaeser et al. 2022 caracterizaron el bacterioma de muestras de heces
de B. musculus, B. physalus, B. borealis y Physeter macrocephalus y observaron
diferencias a nivel familia y género en la composicién de la comunidad entre los
hospederos. Pereida-Aguilar et al. (2023) evidenciaron cémo el bacterioma genital
de Z. californianus puede estar asociado a la transformacion epitelial. Todos estos
estudios indican que el microbioma puede ser especifico para sus hospederos y su
dindmica un factor clave en el desarrollo y fisiologia para el hospedero. No obstante,
del fungoma se sabe muy poco en general, pese a que las disbiosis micéticas
también estén asociadas a algunas enfermedades (lliev y Leonardi 2017).

2.1.1 Microbioma central

Definir los microorganismos centrales que componen al microbioma no suele tener
una justificacion universal entre diferentes estudios bioldgicos. Lo usual es que, si

un determinado taxon esta presente entre el 30 y el 95% de los individuos



analizados, sea considerado como un componente del microbioma central (Risely
2020). Sin embargo, otros consideran que un determinado taxon debe estar
presente en todas las muestras analizadas para ser considerado parte del
microbioma central, ya que indicaria que la interaccion entre el microorganismo y su
hospedero los convierte en simbiontes obligados, sin embargo, este criterio

depende del esfuerzo de muestreo (Neu et al. 2021).

En otros estudios, los taxones mas abundantes en cada muestra analizada han sido
considerados como parte del microbioma central, lo cual tiene sentido si el ambiente
en el que se desarrollan favorece su crecimiento. No obstante, las abundancias de
los microorganismos pueden cambiar dependiendo del estado fisioldgico del
hospedero (prefiez, lactancia, crecimiento, dieta, etc.), ademas de que es posible
gue microorganismos poco abundantes también cumplan un rol importante en ese
nicho (Neu et al. 2021). Esto explica el que otros estudios fijan un limite inferior de
abundancia (p.ej. entre 0.001 y 4.5%) y todos aquellos microorganismos que tengan
una mayor abundancia son considerados como parte del microbioma central,
siempre y cuando su prevalencia esté dentro de un limite establecido previamente
(p.€j. entre el 50 y el 100%) (Neu et al. 2021).

Para el caso particular de los hongos, dado que su abundancia total es baja (desde
<0.1% en el tracto gastrointestinal hasta ca. 10% en la piel, Halwachs et al. 2017),
algunos autores aun debaten si existe un fungoma central (Nash et al. 2017, Lai et
al. 2018). El fungoma, ademas tiene cambios regidos por la dieta o el ambiente: en
humanos se ha visto que una dieta rica en alimentos de origen vegetal favorece la
proliferacion de Candida spp. en el tracto gastrointestinal, mientras que Penicilium
spp. prolifera mas en individuos cuya dieta incluye alimentos de origen animal
(Underhill e lliev, 2014).



2.1.2 Elfungoma

Las especies micoticas comensales de un hospedero, que cohabitan en un nicho
determinado por caracteristicas fisiologicas locales como pH, temperatura,
irrigacion y aporte de nutrientes es a lo que se le conoce como fungoma (Underhill
e lliev 2014, Sidrim et al. 2015). Esto implica que al igual que lo que ocurre con las
bacterias que conforman al microbioma, la diversidad del fungoma depende de
factores intrinsecos de su hospedero como su dieta, edad, sexo, genética, herencia
y regién anatémica, como consecuencia de largos procesos de coevolucién entre el

simbionte y el hospedero (Sidrim et al. 2015, lliev y Leonardi 2017).

No obstante, las variables propias del hospedero no son las Unicas que determinan
la dinamica del fungoma ya que el medio ambiente y la manera en que el animal
aprovecha su entorno también pueden moldear su abundancia. La regién
biogeografica puede ser una variable importante para determinar la constitucion del
fungoma, puesto que a medida que se aproxima al ecuador, tiende a haber mayor
diversidad y riqueza de hongos, asi como de potenciales hospederos (Bahram y
Netherway 2022). Ademas, el fungoma de animales acuaticos en cautiverio se ve

modificado por el tratamiento quimico que se le dé a su entorno (Sidrim et al. 2015).

No solamente es la composicién del fungoma lo que puede verse alterada, sino
también el tipo de relacidén que establecen los hongos comensales con otros taxones
o incluso con el hospedero (Narunsky-Haziza et al. 2022). Esto es debido a que
algunos cambios en el entorno pueden inducir modificaciones postraduccionales o
epigenéticas en la produccion de enzimas y metabolitos secundarios micoticos, con
los cuales el tipo de relacion que tendran estos simbiontes con su hospedero u otros
taxones pueden modificarse y conducir a respuestas fisioldgicas en el animal
(Bahram y Netherway 2022). De lo que se conoce a la fecha, mas de la mitad de
esta actividad enzimatica tiene funciones antagonistas hacia bacterias, otros

hongos e incluso una actividad antitumoral (Keller 2019).



Todo lo anterior convierte al fungoma en un excelente indicador para estudiar como
interactda el hospedero con su ambiente y qué impactos puede tener en su salud
(DeCandia et al. 2018). Un fungoma diverso proporciona beneficios inmunoldgicos
a su hospedero, como influir en la madurez de los 6rganos linfoides periféricos (Lali
et al. 2018). Ademas, ciertos factores inmuno-estresantes, como una baja condicion
corporal, o incluso la dieta, pueden afectar la dindmica micética y asociarse a

estados de enfermedad (lliev y Leonardi 2017, Lai et al. 2018).

2.1.3 Caracteristicas fisicas de los hongos

Los hongos son organismos heterotrofos, es decir, se nutren a expensas de otros
organismos o mediante la descomposicibn de organismos muertos o de sus
metabolitos (McGinnis y Tyring 1996). Por ejemplo, los saprotréficos o saprofitos se
valen de compuestos organicos de otros organismos o los necrotréficos que pueden
ser queratinofilicos, lipofilicos, osmofilicos, urofilicos o coprofilicos. Estas
cualidades dictan su tropismo hacia 6rganos o sistemas en especifico (Arenas
2008).

La célula fangica consta de una pared resistente conformada de glucoproteinas y
quitina (Frau et al. 2019), y obtienen nutrientes al absorber carbohidratos y
péptidos/aminoacidos del sustrato (Arenas 2008). Por lo general, el tamafio de una
célula fungica es alrededor de 100 veces el de una bacteria, lo que se traduce en
una biomasa y metabolitos que modifican directa o indirectamente el microhabitat

de sus simbiontes (Halwachs et al. 2017, Bahram y Netherway 2022).

Las colonias de hongos pueden ser filamentosas o unicelulares, como en las
levaduras, y cuentan con una estructura o talo reproductivo que puede ser tabicado
(hifas) o semi-tabicado (pseudo-hifas), y otro vegetativo cuya funcion es la de tomar
nutrientes del medio y fijar el hongo al sustrato (Arenas 2008). En medios de cultivo
especiales para hongos se pueden observar las caracteristicas del talo de manera
macroscopica: si el talo esta interrumpido, se forman colonias de levaduras de

consistencia cremosa, pero si el talo es filamentoso, crecen colonias de manera
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concéntrica con pequefias hebras cubriendo toda la superficie (McGinnis y Tyring
1996, Arenas 2008). Ademas, hay hongos dimoérficos que tienen una fase
levaduriforme o parasitaria a 37°C (en mamiferos), y otra sapréfita y filamentosa a
20-25°C (Arenas 2008, Hoft et al. 2019). Ejemplos de hongos termo-dimérficos son
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis y

Talaromyces marneffei, entre otros (Hoft et al. 2019).

2.1.4 El papel del fungoma en la salud del hospedero

En muchos ecosistemas, los hongos crean asociaciones simbidticas permanentes
o de larga duracion con otros microorganismos, incluso creando productos
simbidticos que solo son posibles de ocurrir por dicha asociacion (p. ej. liquenes)
(Bahram y Netherway 2022). En algunos casos permiten el intercambio de
informacion genética entre reinos y contribuyen en mantener un equilibrio del
ambiente en el que se desarrollan (Arenas 2008). Este hecho representa un reto
cuando se estudia el fungoma, puesto que asignar roles funcionales definitivos a los
hongos depende del tipo de asociacidn que existe, los organismos con los que estan
interactuando, la etapa fisiol6gica en la que se encuentra el hospedero o el ambiente

en que ocurre la asociacion (Bahram y Netherway 2022).

En rumiantes se ha estudiado relativamente mas el papel fisiolégico que
desempeiian los hongos, y aunque su biomasa represente entre el 10 y 20%, tienen
una funcion muy importante en el proceso digestivo, principalmente en la
degradacion de fibra (Newbold y Ramos-Morales 2020). En ratones y humanos, los
hongos comensales promueven la maduraciéon de érganos linfoides secundarios, la
produccién de inmunoglobulinas y participan en la respuesta de las células CD4+,
ademas de controlar el crecimiento de colonias de otros microorganismos (Tizard
1995, Lai et al. 2018).

La relevancia de los hongos queda clara también en estudios experimentales, como
el de Jiang et al. (2018) en el que fueron tratados ratones con antibiéticos de amplio

espectro y se reportd que las colonias de Candida albicans y Saccharomyces
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cerevisiae no solo reemplazaron a las colonias de bacterias entéricas en
abundancia, sino que suplieron sus funciones, ya que los ratones no se mostraron
perjudicados. Ademas, Wheeler et al. (2016) postulan que el equilibrio entre el
fungoma gastrointestinal y el sistema inmunoldgico previene los procesos de
inflamacion cronicos, lo que abre la posibilidad de que en otros sistemas organicos

exista un beneficio del mismo tipo.

2.2 Métodos para el estudio del fungoma

Dada la biologia de los hongos, los estudios del fungoma se ven limitados por sus
caracteristicas estructurales (v.g. dificultad para degradar su pared celular),
actividad metabdlica (v.g. requerimientos nutricionales complejos y producciéon de
metabolitos que inhiben su analisis molecular o que impiden su cultivo), y su relativa
baja abundancia (Arenas 2008, Halwachs et al. 2017, Frau et al. 2019). Se pueden
dividir los métodos de estudio del fungoma en dos: aquellos dependientes de cultivo
y aquellos no dependientes de cultivo (Underhill e lliev 2014).

2.2.1 Métodos dependientes de cultivo

Una correcta identificacion de los hongos en una muestra o ambiente dado requiere
extraerlos de su entorno y analizarlos en laboratorio (Ltcking et al. 2020). Para ello,
se pueden usar medios de cultivo, que deben cumplir con los requerimientos
fisiologicos de los hongos, como son una fuente de energia (glucosa o dextrosa),
materia nitrogenada (peptonas) y un pH acido (McGinnis y Tyring 1996).
Normalmente a los medios de cultivo se le agrega algin antibacteriano para evitar
el crecimiento de bacterias ambientales. Se pueden mantener a los hongos y
levaduras en medios de cultivo como agar papa-dextrosa (PDA), agar Sabouraud o
extracto de malta. La mayoria de los hongos pueden crecer a temperatura ambiente
(20-30°C), pero las especies comensales de mamiferos crecen mejor a 37°C
(Arenas 2008).
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El medio PDA es de los mas usados por su alto contenido de carbono disponible y
porque permite mayor esporulacion y pigmentaciéon de los hongos (Griffith et al.
2007). Por otro lado, para aislar levaduras como Saccharomyces o Candida, un
medio muy popular es el YPD (por sus siglas en inglés Yeast Peptone Dextrose)
(Green y Moehle 2001).

Desafortunadamente, una gran cantidad de hongos que forman parte del fungoma
por el momento no son cultivables (Underhill e lliev 2014); aunado a esto, los
requerimientos metabolicos de las diferentes especies convierten este método en
un proceso muy lento y dificil de estandarizar por lo que un considerable nimero de

taxones no pueden ser estudiados de esta forma (Lavrinienko et al. 2021).

2.2.2 Métodos no dependientes de cultivo

Uno de los métodos que no dependen de cultivo para la caracterizacion del fungoma
es mediante la extraccion de ADN, identificacion de ADN micético y secuenciacion
del mismo, que permiten una aproximacion mas real a la diversidad y abundancia
del nicho (Limén et al. 2017). Sin embargo, para que este método sea de utilidad
garantizar que el protocolo de extraccion de ADN sea eficiente para los
microorganismos a evaluar (Frau et al. 2019), ya que esto determina de manera
directa la cantidad de material genético con el que se dispone (Rosenbaum et al.
2019). En el caso especifico de la extraccion de ADN de hongos, se debe considerar
que la rigidez de la pared celular les confiere resistencia a algunos solventes
guimicos comunmente utilizados para este propdsito. Usar métodos fisicos, como
perlas de silicato de circonio para lisar la pared celular, pueden llegar a dafar la
integridad del ADN extraido (Edwards et al. 2017). Particularmente, la extraccion
con fenol:cloroformo provee mayor cantidad de ADN cuando es comparado con

métodos que usan disrupcion mecanica (Rosenbaum et al. 2019).

Frau y colaboradores (2019) observaron que la abundancia relativa de hongos en
muestras fecales de humanos cambia cuando se usan métodos con perlas,

particularmente de C. albicans y A. fumigatus. Por el contrario, Rosenbaum et al.
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(2019) no observaron diferencias significativas en la abundancia del fungoma oral
de humanos cuando usaron métodos fisicos y métodos quimicos de extraccion de
ADN. En otras palabras, no existe un consenso sobre cuéal es el mejor método para
extraer ADN de alta calidad de muestras de hongos, de manera consistente.

A la extraccion del material genético le sobreviene la eleccion de un marcador
molecular que permita discriminar taxones para caracterizar la comunidad micoética
(Edwards et al. 2017). Algunos estudios previos han usado el gen que codifica para
el ARN ribosomal (ARNr) 18S de la subunidad pequefa del ribosoma (SSU), de
forma analoga al método empleado para identificar bacterias en estudios mediante
el gen 16S del ARNr, pero estas regiones en el hongo carecen de suficiente
variabilidad para poder realizar asignaciones taxonémicas con precision (Monard et
al. 2012, Edwards et al. 2017, Halwachs et al. 2017). Otros estudios han propuesto
al espaciador transcrito interno (ITS) del ARNr nuclear, puesto que permite ser
amplificada a partir de bajas concentraciones de ADN y permite identificar mayor
riqueza de especies fungicas con alta sensibilidad, ademas de que se cuenta con
bases de datos suficientemente completas para poder realizar la asignacion
taxon6mica (Monard et al. 2012, Schoch et al. 2012).

Dicha regién gendmica esta subdividida en tres partes: ITS1 (ca. 290-350 pb), 5.8S
gue se encuentra altamente conservada en el reino fungi, e ITS2 (ca. 330-390 pb)
(Halwachs et al. 2017) (Fig. 1) y la longitud de la region entera es muy variable
dependiendo de la especie (Irinyi et al. 2015, Halwachs et al. 2017). Algunos autores
recomiendan utilizar toda la regién ITS para una correcta asignacion taxonémica
(ver Henry et al. 2000); sin embargo, eso obligaria a que la plataforma de
secuenciacion utilizada sea capaz de realizar lecturas largas sin perder calidad (de
mas de 500 pb), lo cual se complica cuando se usan plataformas de secuenciacion

de nueva generacion como lllumina®©.
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Figura 1. Espaciador Transcrito Interno (ITS). Esta region esta subdividida en dos regiones variables, ITS1 e
ITS2, separadas por un segmento altamente conservado, 5.8S.

Se ha mencionado que la sub-regién ITS1 posee mayor variacion que ITS2, por lo
gue seria posible identificar un mayor nimero de especies que con ITS2 (Frau et al.
2019), aunque otros autores reportan una mejor precisién con ITS2 (ver Ali et al.
2019, Nilsson et al. 2019). Algunos estudios han tenido mayor éxito encontrando
ADN micético al utilizar ITS1 (Mbareche et al. 2020) y otros con ITS2 (Halwachs et
al. 2017), en tanto que también se han reportado tasas de amplificacién similares
usando cualquiera de los dos marcadores (Blaalid et al. 2013), asi como otros
mencionan que se obtienen resultados similares con ITS2 y 18S (Nash et al. 2017).
Al igual que lo que sucede con la extraccidén, no hay un consenso acerca de cual es
la mejor region gendmica para utilizar cuando se quiere realizar un analisis

gendmico del fungoma (Irinyi et al. 2015, Nilsson et al. 2019).

2.2.2.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Una herramienta molecular ampliamente usada para evidenciar la presencia de un
segmento génico en una muestra es la prueba de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Mullis et al. 1986). Consiste en
desnaturalizar, es decir, separar la doble cadena de la molécula de ADN e hibridarlo
con un par de cebadores o primers que flanquean el segmento de interés para que,
con una enzima polimerasa, se produzcan copias de dicho segmento. Al término del
primer ciclo se obtienen dos copias del gen de interés y por cada ciclo se incrementa
de forma exponencial, de manera que, al concluir el protocolo, se cuente con 2"

copias del gen (siempre y cuando esté presente en la muestra), donde n es el

15



namero de ciclos realizados. Todo esto se logra con cambios de temperatura
especificos para cada paso y algunos dependen del tipo de cebadores utilizados
(Wages Jr 2005, Khehra et al. 2023).

A pesar de su utilidad, la PCR tiene limitaciones. Algunas dependen de la calidad
del ADN que sera analizado, y otras se relacionan con la conformacién del gen de
interés. También puede ocurrir que la presencia de algunos inhibidores de la PCR,
que son usados en el proceso de extraccién y purificaciéon del ADN, como el fenol,

afecten el resultado de la reaccion (Schrader et al. 2012).

La otra dificultad que se presenta al utilizar la PCR para analizar el fungoma es
cuando la secuencia de interés tiene un alto contenido de guanina (G) y citosina (C)
(>60%). Cuando esto ocurre se recomienda el uso de aditivos o ‘PCR enhancers’
como el suero de albumina bovina (BSA) o la formamida, que evitan la formacién

de estructuras secundarias en la molécula (Farell y Alexandre 2012).

2.2.2.2 Asignacion taxonomica: OTUs vs ASVs

El uso de las Unidades TaxonOmicas Operacionales (OTUs) ha sido
tradicionalmente empleado en estudios de fungoma (Monard et al. 2018, Li et al.
2018; Ali et al. 2019; Nilsson 2019), sin embargo, en los Ultimos afios se han
preferido las Variantes de Secuencia de Amplicones (ASVs) por tener menor
porcentaje de falsos positivos y mayor poder estadistico en estudios del mismo tipo
(Joos et al. 2020, Chun 2022, Drumond et al. 2022). Los analisis por OTUs
generalmente agrupan secuencias que son similares hasta en un 97%, pero tienen
como desventaja que no permiten identificar secuencias con poca variacion
biolégica, de modo que especies con secuencias diferentes pueden quedar
agrupadas dentro del mismo clado (Joos et al. 2020). Al utilizar ASVs se tiene la
ventaja de que se agrupan secuencias idénticas y se eliminan tasas de errores
mediante algoritmos (v.g. DADA2, Callahan et al. 2019) que filtran los posibles
errores causados por la PCR (Tipton et al. 2021).
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El algoritmo DADAZ2 utiliza la informacion de la calidad de las lecturas de la
secuenciacion para crear un modelo estadistico que filtre los errores que pudieron
haberse formado durante la PCR o la secuenciacion per se, y después identifica las
secuencias que se repiten mas veces que las que serian por azar y le asigna a cada
ASV taxonomia mas probable. Para el estudio del microbioma, cuando se esperan
secuencias poco abundantes, los ASVs poseen mayor sensibilidad (Callahan et al.
2016, 2019).

2.2.2.3 Bases de datos de referencia

Las bases de datos de referencia para los hongos presentan, de manera general,
mas errores que las de bacterias, lo que limita la sensibilidad de una asignacion
taxondmica no ambigua. Esto hace que muchas asignaciones puedan hacerse
solamente hasta el nivel de reino (Fungi sp.) o sin una clasificacion certera (Nash et
al. 2017).

Se estima que en el mundo puedan existir entre 2.2 y 3.8 millones de especies de
hongos, aunque solamente se conocen ca. 140,000, y se tenga la secuencia
descrita de ca. 45,000 (cerca del 30% de especies conocidas). Esto devela un gran
porcentaje de especies que no se encuentran en las bases de datos todavia. La
base de datos de UNITE tiene cerca de 2.5 millones de secuencias de ITS que
corresponden a 100,000 especies, aunque muchas de esas secuencias no tienen
nombre (Lucking et al. 2020).

2.3indices utilizados para el analisis del microbioma

El microbioma se puede estudiar a nivel local o individual, con la diversidad alfa, y

a nivel poblacional con la diversidad beta (Baselga y Gomez-Rodriguez 2019).

La diversidad alfa se vale de diversos indices para describir la riqgueza y
distribucion de abundancias de los componentes del microbioma en un solo

hospedero (Willis 2019). Uno de los indices de diversidad alfa mas utilizado es la
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rigueza, definida como el nimero de entidades observadas (OTUs, ASVs, especies;
Kers y Saccenti 2022). Otro indice es el de Chaol, el cual, a partir del nimero de
especies observadas y el nimero de especies que soOlo se observaron una vez
(singletons) y dos veces (doubletons), estima cual seria la riqueza real de la muestra
(Hughes et al. 2001)

El problema con este indice es que en ocasiones los singletons y doubletons son
filtrados del grupo de datos debido a la dificultad que implica diferenciar entre los

errores de lectura y los verdaderos singletons y doubletons (Kers y Saccenti 2022).

Otro indice utilizado comunmente para describir la diversidad alfa es el de Shannon
(H’), que mide qué tan equitativa es la distribucion de abundancias relativas de cada
especie observada (Jost 2006, Moreno et al. 2011). Ya que el indice de Shannon
cuenta con una escala diferente para cada sistema u hospedero, algunos autores
sugieren que es mejor utilizar el indice de Pielou (J), el cual es la normalizacion del
indice de Shannon. De esta forma se obtienen valores entre 0 y 1 para cualquier
caso, donde un valor cercano a 0 significa que una especie en particular es
notablemente mas abundante que el resto, y un valor cercano a 1 significa que todas

las especies presentes tienen una abundancia similar (Brouwer et al. 2023).

El indice de Simpson (A) también es usado con mucha regularidad. Mide la
dominancia de una especie en una muestra, es decir, si en una muestra biolégica
existe una abundancia muy notoria de una especie en particular. Dicho de otra
forma, mide la probabilidad de que al extraer al azar dos individuos (bacterias, por
ejemplo), ambos pertenezcan a la misma especie. Para el indice de Simpson, un A

préximo a 1 significa que existe una especie dominante (Lépez et al. 2017).

Por otro lado, la diversidad beta, se estima mediante el calculo de cuan diferente
es la diversidad y abundancia entre una comunidad A y una comunidad B. Al igual

gue la diversidad alfa, existen indices que nos ayudan a describirlas (Jost 2006).

Uno de los indices utilizado para calcular la diversidad beta es el de similitud de

Jaccard, el cual se estima dividiendo el nimero de especies que comparten dos
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comunidades entre el nimero de especies presentes en las dos muestras
(Prokopenko et al. 2016; Vorontsov et al. 2013; Baharav et al. 2020).

Ya que el indice de similitud de Jaccard Unicamente explica cuan iguales son dos
sistemas en términos de presencia 0 ausencia de especies, mas no de su
abundancia, puede utilizarse el indice de Bray-Curtis, otro estimador de diversidad
beta, que da valores entre 0 y 1 (siendo 1 el calculo cuando no existe ninguna

especie compartida entre ambas muestras) (Kers y Sacenti 2022).

También puede utilizarse la métrica de distancia UniFrac. Esta métrica toma en
cuenta la distancia filogenética entre dos organismos a partir de un arbol
filogenético. Cuando la métrica toma en cuenta la abundancia, ademas de la
distancia filogenética, se le conoce como UniFrac ponderada (Kers y Sacenti
2022).

Por ultimo, la diversidad gamma se utiliza para describir el total de las especies
gue se pueden encontrar en los hospederos en una regidon geografica mayor
(ecorregiones). Esto hace que, por definicién, sea poco practico obtener datos de
microbioma de todos los individuos de una sola regién, por lo que la mayoria de las
veces se calcula mediante inferencias a partir de modelos matematicos (Andermann
et al. 2022).

2.4Redes de co-ocurrencia

Estudiar el microbioma con el uso de redes nos permite conocer no soélo qué
organismos lo constituyen sino también como se interrelacionan entre si (Lazaro-
Vidal y Alvarez-Martinez in press). En varios modelos bioldgicos, las redes tienen
una caracteristica de concentrar un gran numero de conexiones en unos cuantos
nodos, dejando a otros menos conectados. Los nodos con mas conexiones son

conocidos como hubs (Layeghifard et al. 2017).
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Para encontrar las conexiones entre nodos existen algoritmos que estimas matrices
de asociacion, ya sea usando correlacion o regresion simple, como SpiecEasi
(SParse InversE Covariance Estimation for Ecological Association Inference) que
usa el método de Meinshausen-Buhlmann para crear un modelo de regresion para
seleccionar a los nodos vecinos de cada nodo (Layeghifard et al. 2017, Matchado
et al. 2021). Este algoritmo indicaria una conexion entre nodos si la matriz estimada
tiene un valor diferente a cero entre dos celdas, lo que podria indicar una posible
interaccion (Lazaro-Vidal y Alvarez-Martinez in press).

Las caracteristicas topograficas de una red nos brindan informacién sobre la
importancia de los nodos y sobre cuan estable puede ser la comunidad (Guo et al.
2022). Por ejemplo, identificar el nodo (0 microorganismo) que actia como hub
puede develarnos su papel para mantener la estabilidad de la comunidad o conocer
su papel en la interconectividad de la red. Algunos de estos indices incluyen el grado
(degree) o la distancia entre nodos (betweenness) (Layeghifard et al. 2017). El
degree nos indica con cuantos nodos mas interactia un nodo dado, mientras que el
betweenness nos indica el grado en que un nodo se encuentra en el camino mas

corto entre dos nodos (Guo et al. 2022).

Otras métricas usadas para analizar la estructura de una red son el diametro, la
distancia promedio y el indice de clusterizacién, que nos describen cuan robusta
puede ser una red (Guo et al. 2022). El indice de clusterizacién va de 0 a 1, siendo
mayor cuando todos los nodos estén interconectados entre si, y el diametro es la
distancia que hay entre los dos nodos mas alejados y la distancia promedio es la

media de distancias entre cada par de nodos de la red (Kantarci et al. 2013).

A partir de esas caracteristicas de la red es posible identificar como ciertos nodos
tienden a tener mayor conectividad con ciertos nodos formando clusters (Kantarci
et al. 2013). En cada cluster se pueden agrupar grupos de nodos que pueden tener

alguna implicacion biolégica ya sea como grupo funcional o taxonémico, ya que
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podrian tratarse de microorganismos que han coexistido juntos y la presencia de

uno favorece la presencia del segundo (Layeghifard et al. 2017).

Existen diferentes métodos para identificar clisters o comunidades de nodos. Edge
betweenness es un método popular que se basa en el indice de betweenness de
los nexos y no excluye nodos con baja conectividad (Dunn et al. 2005). Por su parte,
el algoritmo walktrap se basa en la idea de que, si se realizan recorridos aleatorios
en la red, dichos recorridos permanecerian dentro del mismo clister asumiendo que
existe una mayor interconectividad entre ellos (Layeghifard et al. 2017). Otro
algoritmo usado es el método Louvain, que asigna nodos a comunidades de manera
en que se pueda conseguir una mayor modularidad, hasta que no sea posible

mejorarla (Emmons et al. 2016).

2.5Respuestas inmunes en los epitelios

Los epitelios sirven como ambientes que benefician a un determinado grupo de
microorganismos, generalmente de baja patogenicidad que, por competencia,
limitan el crecimiento de otros con mayor potencial patégeno (Tizard 1995).

Los epitelios se valen de inmunoglobulinas, principalmente IgA sintetizadas desde
la submucosa para evitar la adherencia de microorganismos, pero cambios en el
pH, su dindmica citoldgica, o incluso en la presencia y cantidad de metabolitos como
acidos grasos pueden propiciar una colonizacion de microorganismos oportunistas
con potencial patégeno (Tizard 1995). Existen regiones anatdmicas que son mas
propensas a sufrir disbiosis por estar mas expuestas a cambios ambientales como
ocurre en la dermatitis interdigital en perros, por colonizacion de Malassezia spp.
(Mauldin y Peters-Kennedy 2016).

2.5.1 Respuestas inmunes mucosales contra hongos

Algunos hongos han evolucionado de manera que se adaptaron perfectamente al

hospedero y sin perjudicarlo, puesto que obtienen humedad, temperatura y
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nutrientes necesarios para su desarrollo (lliev y Leonardi 2017). El crecimiento
desmedido de sus colonias suele regularse por la via alterna del sistema de
complemento, y posteriormente por linfocitos citotoxicos (Tizard 1995). Esto explica
por qué los hospederos con inmunodeficiencias del complemento o con
lifocitopenias son mas propensos a desarrollar micosis por hongos comensales
(Tizard 1995, Lionnakis et al. 2023).

En algunas ocasiones, las disbiosis del fungoma pueden favorecer el desarrollo de
cancer, por ejemplo, un aumento en la proporcién de basidiomycota:ascomycota

fecal se observa en pacientes con cancer colorrectal (Li et al. 2023).

2.5.2 Epitelio vaginal

El ambiente vaginal es idoneo para el desarrollo de una gran diversidad de
microorganismos (p.ej. Candida, Saccharomyces, Aspergillus, Alternaria vy
Cladosporium), aun tratdndose de o, sobre todo en, animales sanos (lliev y Leonardi
2017). El epitelio vaginal es plano, estratificado y no queratinizado y sin glandulas;
las células epiteliales sufren modificaciones morfofuncionales dependientes del
estrdgeno en sangre y sintetizan y acumulan glucogeno a medida que migran

excéntricamente y son descamadas (Ross y Pawlina 2012).

Mencionando especificamente a uno de los modelos de estudio de esta tesis, el
LMC, su epitelio vaginal presenta ligeros cambios histologicos a lo largo del ciclo
estral anual. Por lo general, existe un engrosamiento del epitelio durante el estro y
en primavera (tres a ocho capas celulares), mientras que, en diapausa y otofio, es
mas delgado (tres a cinco capas celulares) (Colegrove et al. 2009-a). Esto puede
favorecer el crecimiento de ciertas especies, como es el caso de Candida spp., que
se beneficia por los niveles altos de estrogeno y glucogeno del epitelio, durante
picos estrogénicos en animales sexualmente maduros (Tizard 1995, lliev y Leonardi
2017).

No se han realizado muchos estudios sobre el fungoma de la mucosa genital de

especies silvestres, y mucho menos de especies silvestres marinas. Sin embargo,
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un estudio basado en hongos cultivables, realizado en manaties del Amazonas
(Trichechus inunguis) y manaties del Caribe (Trichechus manatus) en cautiverio
reportd que en la mucosa genital se encuentran Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Rhodotorula sp. y Trichosporon sp. (Sidrim et al.,
2015).

2.5.3 Epitelio respiratorio

El sistema respiratorio se divide en tres por sus caracteristicas funcionales y
citologicas: el sistema de conduccidn, de transicion y de intercambio gaseoso. Cada

uno reacciona de manera diferente ante microorganismos (Trigo y Elizondo 2004).

Dada su funcion, todo el sistema respiratorio estd en constante contacto con
particulas, gases y agentes del exterior (Ross y Pawlina 2012). En los cetaceos,
este sistema cobra particular relevancia ya que tienen que exhalar e inhalar en una
exhibicién fuera del agua para continuar con una apnea, por lo que el vacio e
inhalacion del contenido pulmonar debe ser rapido (Berta et al. 2006). En general,
en los mamiferos, el sistema respiratorio cuenta con sistemas de filtrado para
garantizar que el contenido inhalado sea lo mas inocuo posible. Aun asi, las

particulas mas pequefias (~1 um) pueden llegar hasta los alveolos (Tizard 1995).

El sistema de conduccion respiratorio comprende desde los ollares hasta los
bronquios principales (Trigo y Elizondo 2004). Los misticetos (ballenas barbadas,
como la ballena azul) poseen dos orificios nasales que migraron hacia la parte
dorsal, dadas las presiones evolutivas que marcaron la historia de las especies
(Berta et al. 2006). El epitelio en esta porcion del aparato es pseudoestratificado,
cilindrico, ciliado, con células caliciformes que secretan moco rico en IgA, también

se le conoce como mucociliar (Henk y Haldiman 1990, Ross y Pawlina 2012).

Al epitelio mucociliar le sucede un epitelio cubico y monoestratificado en los
bronquiolos y lobulillos pulmonares (Ross y Pawlina 2012), y finalmente, el sistema

de intercambio, constituido por los alvéolos y el endotelio capilar, que esta altamente
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irrigado en mamiferos marinos y posee macrofagos alveolares como células

inmunes locales (Henk y Haldiman 1990, Trigo y Elizondo 2004, Fischer 2007).

Antiguamente se pensaba que el ambiente pulmonar de los animales era estéril y
que la presencia de microorganismos en él era consecuencia de infecciones,
aunqgue ahora se sabe que existe una comunidad micética pulmonar (al menos en
humanos y animales terrestres) que se enriquece de hongos del ambiente, como
Aspergillus spp. y que, durante procesos patologicos, se pueden observar
alteraciones en la diversidad alfa (lliev y Leonardi 2017). No obstante, para lidiar
con un exceso de microorganismos, en el sistema respiratorio existen 6rganos
linfoides secundarios, que albergan linfocitos T y B, asi como macr6fagos y células
dendriticas (Trigo y Elizondo 2004).

2.6 Hongos con potencial patogénico para los mamiferos marinos

Las micosis generalmente ocurren por la proliferacion de hongos comensales de las
mucosas o0 tegumentos del hospedero pero que establecen un cuadro clinico
cuando no hay inmunocompetencia, o durante procesos inflamatorios crénicos; y en
menor numero, por hongos exégenos y parasitos obligados (como Mucor spp.)
(Arenas 2008, Li et al. 2023).

Dependiendo de la profundidad y diseminacion de la colonizacion del hongo, las
micosis se clasifican en superficiales, subcutaneas, sistémicas (o fungemia) y
oportunistas (Arenas 2008). En mamiferos marinos es mas comdn que se reporten
micosis en animales en cautiverio como belugas (Delphinapterus leucas; Young et
al. 1999, Higgins 2000), orcas (Orcinus orca; Ridgway 1979, Abdo et al. 2012),
delfines mulares (Tursiops truncatus; Jensen et al. 1998, Higgins 2000, Vilela et al.
2016, Duignan et al. 2020, Miller et al. 2022, Shirakata et al. 2022), lobos marinos
de California (Dunn et al. 1984, Guillot et al. 1998, Zwick et al. 2000, McLeland et
al. 2012, Seyedmousavi et al. 2018-a, Hadina et al. 2019), elefantes marinos del
Norte (Dunn et al. 1984), nutrias marinas (Enhydra lutris; Huckabone et al. 2015,
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Morita et al. 2001, Burek-Huntington et al. 2014), manaties (Trichechus manatus;
Sidrim et al. 2015), entre otros. O como hallazgos post mortem durante necropsias
de animales varados, como en marsopas comunes (Phocoena phocoena; Dunn et
al. 1984, Seyedmousavi et al. 2015), ballena franca austral (Eubalaena australis;
Mouton et al. 2009), foca de puerto (Phoca vitulina; Dunn et al. 1984, Huckabone et
al. 2015, Seyedmousavi et al. 2018-b), rorcual tropical (Balaenoptera edeni; Groch
et al. 2018) y lobos marinos de California (Huckabone et al. 2015), aunque pocas
veces queda esclarecido si la causa de muerte fue la micosis o si fue una infeccion

secundaria o colonizacién post mortem.

Dentro de las especies de hongos que se han identificado de lesiones micéticas o
en necropsias de mamiferos marinos destacan los siguientes: en tracto respiratorio,
Aspergillus spp., Candida spp., Coccidioides spp., Cryptococcus spp., Histoplasma
spp. Y Rhodotorula spp. (Joseph et al. 1986, Jensen et al. 1998, Young et al. 1999,
Higgins 2000, Takahashi et al. 2010, Huckabone et al. 2015, Grattarola et al. 2018,
Seyedmousavi et al. 2018-b, Shirakata et al. 2022); en piel, tequmentos y uniones
mucocutaneas como oidos, genitales y ano, Candida spp., Fusarium spp.,
Malassezia spp., Rhodotorula spp., Trichosporon spp., (Dunn et al. 1984, Guillot et
al. 1998, Dierauf y Gulland 2001, Mouton et al. 2009, Alvarez-Pérez et al. 2010,
Mouton y Botha 2012, Sidrim et al. 2015, Hadina et al. 2019); de manera sistémica,
Blastomyces spp., Candida spp., Coccidioides spp., Histoplasma spp. y Mucor spp.,
(Dunn et al. 1982, Higgins 2000, Morita et al. 2001, Abdo et al. 2012, Burek-
Huntington et al. 2014, Huckabone et al. 2015).

El Anexo 1 resume los casos reportados de micosis en mamiferos marinos, tanto

en cautiverio como en vida libre o varados muertos.
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2.7 La salud de los organismos modelo: procesos patolégicos o fisioldgicos
conocidos

Los mamiferos marinos estan expuestos a numerosas presiones evolutivas por el
medio en el que se encuentran, por lo que han tenido que adaptarse para mejorar
su eficacia bioldgica (Dierauf y Gulland 2001). Esto les ha conferido caracteres de
historia de vida Unicos entre los mamiferos. Algunos tienen que realizar grandes
migraciones para reproducirse o buscar alimento (como la ballena azul), otros
realizan largos periodos de ayuno (como el elefante marino del Norte) y unos han
tenido que sortear con disturbios de origen antropico mas que otros (Berta et al.
2006). En esta seccion se hablara del carcinoma urogenital que padecen los lobos
marinos de California y de la condicidén corporal de las ballenas azules, dos de los

modelos de estudio de esta tesis.

2.7.1 Carcinoma urogenital del lobo marino de California

El cancer urogenital comienza de manera subclinica con lesiones citolégicas
(intraepiteliales) como anisonucleosis o binucleacién. Se ha descrito este tipo de
lesiones pre-oncogénicas en LMC en el Golfo de California (Barragan-Vargas et al.
2016, Nieves-Martinez 2022), aunque a la fecha no se han detectado casos de
carcinoma urogenital en esta region de su distribucion. Tras convertirse en tumor
maligno, el cancer puede hacer metaplasia a rifion, nodulos linfaticos, vejiga,
higado, bazo e incluso pulmones, y la edad promedio en que se ha detectado esta

patologia es de ocho afios (Colegrove et al. 2009-b, Browning et al. 2015).

El carcinoma urogenital metastasico que afecta a las poblaciones de LMC es una
patologia de alta prevalencia y con alta complejidad etiolégica, incluyendo disbiosis
bacterianas (Pereida 2020, Pereida et al. 2023), virus oncogénicos (Otarine
Herpesvirus-1) (King et al. 2002, Buckles et al. 2006, Gulland et al. 2020),
contaminantes (organoclorados) (Ylitalo et al. 2005), reduccién en receptores alfa
de estrogenos (Colegrove et al. 2009-b), genéticos relacionados con la falta de
diversidad en la poblacion (Acevedo-Whitehouse et al. 2003, Browning et al. 2015),
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genes especificos del MHC-Clase Il (Bowen et al. 2005) e inmunolégicos (Pefiin et

al. 2019), pero el papel del fungoma no ha sido dilucidado aun.

Se han reportado comunidades de hongos especificas desproporcionadamente
presentes en diferentes tipos de tejido neoplasico en el humano, sin embargo, no
ha podido ser determinada aun su causalidad (Narunsky-Haziza et al. 2022). Por
ejemplo, una infeccion cronica con ascomicetos y basidiomicetos en el eséfago
puede promover el desarrollo de tumores epiteliales en el mismo érgano (Zhu et al.
2017), y Malassezia sp. esta involucrado en la oncogénesis pancreatica en ratones
(Wang et al. 2020). Por otro lado, los hongos también producen metabolitos con
actividad antitumoral (How et al. 2021), lo cual sugiere que su implicacién con el
cancer es mas compleja que, simplemente, la presencia o ausencia de hongos

especificos.

En el microambiente intratumoral pueden coexistir bacterias y hongos, y activar
diferentes tipos de respuesta inmunitaria como inflamacion. Esto puede deberse en
parte a inmunosupresion o que el ambiente intratumoral es particularmente rico en
nutrientes. Dentro de los hongos que dominan este nicho destacan los

basidiomicetos y ascomicetos (Narunski-Haziza et al. 2022).

2.7.2 Condicion corporal de las ballenas azules

En modelos animales de vida libre se ha propuesto la condicion corporal como
indicador para relacionar el gasto energético que conlleva tener una apropiada
respuesta inmune a factores estresantes (Brock et al. 2013). En misticetos, se ha
usado en repetidas ocasiones para evaluar el estado fisioldgico y bioenergético del
animal (Burnett et al. 2018, Christiansen et al. 2019), y se ha descrito que su
condicion corporal se relaciona indirectamente con factores ambientales como los
periodos de surgencia y la temperatura superficial del mar, pues afectan la
disponibilidad de su alimento (Wachtendonk et al. 2022).

Debido a que el funcionamiento del sistema inmunitario tiene un elevado costo

energeético, en ocasiones le puede costar recursos energéticos a otros tejidos como
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la piel, la sangre o la propia condicion corporal (Gilot-Fromont et al. 2012, Brock et
al. 2013). Particularmente, la inmunidad innata es mas costosa que la adaptativa, y
es por ello que, las respuestas inmunes son diferentes dependiendo del estado
nutricional del animal (Gilot-Fromont et al. 2012).

La condicién corporal también esta asociada con la eficacia biologica, pues se ha
notado que el éxito reproductivo en hembras de mamiferos esta correlacionado a
sus reservas energéticas (Williams et al. 2013, Christiansen et al. 2013, Ross et al.
2021). Durante el periparto, la lactogénesis y lactancia se consumen una gran parte
de las reservas energéticas, incluso mayor que en la gestacion en si, haciendo que
las hembras pierdan condicién corporal como consecuencia de modificaciones
metabdlicas como movilizacion del tejido graso (Favorit et al. 2021). Estudios sobre
la relevancia de la condicion corporal hacia los parametros reproductivos y de
crianza se han podido realizar en vacas de ordefia, donde se ha visto que hembras
con una condicién corporal alta previa al parto producen mas leche, pero tienden a
perder mas tejido graso durante la lactancia, es decir, decrece mas notoriamente su

condicion corporal (Roche et al. 2015).

Se considera que las ballenas barbadas suelen alimentarse en los meses de verano
y otofio con el fin de tener suficientes reservas energéticas para migrar, parir y lactar
(Busquets-Vass et al. 2021). Las ballenas hembras, entonces, deben dedicar mas
tiempo a la busqueda de alimento con la intencién de abastecerse en preparacion
para el parto y lactancia ya que son las que suelen sufrir mayores pérdidas de su
condicién corporal al final de la temporada reproductiva (Oftedal 1997, Gendron,
2002, Casillas-Lopez 2016, Wachtendonk et al. 2022, Wursig y Orbach 2023). No
obstante, dadas sus altas demandas energéticas, existe evidencia que la ballena
azul que visita el Golfo de California se alimenta de manera continua durante todo
el afo (Pardo et al. 2015, Busquets-Vass et al. 2021), y se estima que, al menos en
el Pacifico Noreste, una ballena azul de aproximadamente 22 m de largo, consume
de 10 a 22 toneladas de alimento al dia durante la temporada de alimentacién

(Savoca et al. 2021). Sin embargo, la disponibilidad y concentracion de su alimento
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varia de acuerdo a la estacionalidad y area (Gendron 2002), condiciones climaticas

(como el fendmeno de EI Nifio), las surgencias y las corrientes (Pardo et al. 2015).

La condicién corporal de los mamiferos también puede verse afectada por su propio
microbioma, pues se ha visto en que los microorganismos condicionan
comportamientos relacionados con la alimentacién y crecimiento (van Dijk et al.
2014). Los hongos comensales tienen el potencial de influir en la condicion corporal
también, o volverse patogénicos si el hospedero esta subalimentado o bajo estrés
(Tizard 1995, Mouton et al. 2009, Pang et al. 2021). Por ejemplo, Histoplasma spp.
puede mantener una infeccion latente hasta el momento en que exista
inmunosupresion, proceso que puede durar de semanas a afos, y los primeros
signos clinicos de histoplasmosis sistémica, al menos en perros y gatos, suelen ser
inespecificos como pérdida de peso e inapetencia, lo que puede repercutir de

manera directa en la condicion corporal (Seyedmousavi et al. 2018-b).
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3. HIPOTESIS

El fungoma epitelial de mamiferos marinos es diferente dependiendo de las

caracteristicas fisioldgicas de su hospedero.

Para poder desafiar esta hipotesis, se desarrollaron las siguientes hipoétesis
especificas de trabajo, a partir de dos organismos modelo principales, el LMC y la
BA:

El fungoma del tracto genital de Zalophus californianus varia de acuerdo con el
estado de transformacion epitelial.

El fungoma del epitelio respiratorio de Balaenoptera musculus difiere
dependiendo de la condicion corporal del animal.

Los elementos que conforman al fungoma de Zalophus californianus y de
Balaenoptera musculus se asocian a elementos especificos del bacterioma

epitelial de cada especie.
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4. OBJETIVOS
GENERAL

Describir la diversidad micotica epitelial de especies de mamiferos marinos

centinelas.

PARTICULARES

e Caracterizar los componentes del fungoma epitelial de mamiferos marinos.

e Caracterizar los componentes del fungoma urogenital de hembras de LMC.

e Caracterizar los componentes del fungoma respiratorio de BA.

¢ Investigar la asociacion entre la composicion del fungoma genital de LMC y
el estado de transformacion epitelial del hospedero.

¢ Investigar la asociacion entre la composicion del fungoma respiratorio de BA
y la condicién corporal del hospedero.

e Explorar las relaciones entre componentes especificos del fungoma y del
bacterioma del LMC y de la BA.
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5. METODOLOGIA

Se usoO ADN extraido de muestras colectadas como parte de diversos proyectos de
investigacion registrados en la Universidad Autonoma de Querétaro y que estaban
disponibles para su andlisis en el laboratorio de Genética Molecular y Ecologia
Evolutiva de la institucion (ver seccion 5.3).

5.1 Area de estudio

Se trabajo con extractos de ADN de muestras colectadas de individuos en el Golfo
de California, una regidn subtropical alargada en direccibn noroeste de
aproximadamente 1,130 km de largo por 80-222 km de ancho (Lluch-Cota et al.
2007), limitada al este por los estados de Sonora, Sinaloa y Nayarit, y al oeste por
la peninsula de Baja California. Por su ubicacién, el intercambio de materia con el
Océano Pacifico esta limitado, y la temperatura superficial del mar en invierno oscila
entre los 13 y 21°C mientras que en verano fluctia entre los 28 y 32°C (Wilkinson
et al. 2009, Lopez-Martinez et al. 2023).

La region cuenta con una de las productividades primarias mas altas del mundo
(Wilkinson et al. 2009), y se pueden encontrar 36 especies de mamiferos marinos
(cuatro especies de pinnipedos, 31 de cetaceos y uno de quiréptero; Lluch-Cota et
al. 2007). Ademas, es un area muy importante para actividades humanas como la
pescay el turismo (Wilkinson et al. 2009, P4ez-Osuna et al. 2016). La costa este es
la méas afectada por la industria pesquera y agropecuaria, y de la region Norte se
han podido encontrar residuos de pesticidas (Lluch-Cota et al. 2007) lo que puede
exponer a los animales que habitan esas regiones a efectos antropicos (Xia et al.
2022).
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5.2 Seleccion de organismos modelo

Para estandarizar los protocolos de PCR para las subregiones de ITS y visualizacion
de amplicones, se utilizaron muestras de diferentes especies de mamiferos marinos
que estaban presentes en el grupo de investigacion y posteriormente se realizaron
andlisis mas profundos con las muestras de los organismos modelo principales (el
LMC y la BA). En total, para realizar los PCR se trabajé con 10 hisopados genitales
y dos biopsias de piel de lobo fino de Guadalupe (Arctocephalus townsendii), 103
exhalados respiratorios, una muestra de heces de ballena azul y seis controles
técnicos tomados al momento de la colecta de muestras de esta especie, cinco
muestras de exhalado respiratorio y una de piel de ballena de aleta (Balaenoptera
physalus), una biopsia de piel de lobo fino del norte (Callorhinus ursinus), una
muestra de exhalado respiratorio de delfin comun (Delphinus capensis), cuatro de
ballena gris (Eschrichtius robustus), una de ballena jorobada (Megaptera
novaeangliae), 28 hisopados anales, nueve oculares y 19 biopsias de piel elefantes
marinos del Norte, una biopsia de piel de foca comun (Phoca vitulina), dos de lobo
marino de Nueva Zelanda (Phocarctos hookeri), 19 muestras de heces de cachalote
(Physeter macrocephalus), tres muestras de hisopado anal y cuatro de biopsia de
piel de cuatro manaties antillanos (Trichechus manatus), 138 muestras de hisopado
genital y cinco biopsias de lobo marino de California y dos biopsias de piel de lobo
marino de Galdpagos (Zalophus wollebaecki). EI Cuadro 1 resume el nUmero de
muestras usados y a cuantos individuos por especie corresponden para la
estandarizacion del protocolo de PCR. Para la secuenciacion masiva, se trabajé
s6lo con las muestras que amplificaron para ITS1 0 ITS2 (ver Metodologia 5.9). Para
realizar los analisis profundos del fungoma y los aspectos fisiolégicos del
hospedero, se trabajo con el lobo marino de California y a la ballena azul como
organismos modelos principales dado que se conocen aspectos relacionados a su
salud como la transformacion epitelial, edad y regién geografica (para el LMC), sexo

y condicion corporal (para la BA), y sus respectivos bacteriomas.

33



5.2.1 Lobo marino de California (LMC)

El LMC es un pinnipedo otarido que se distribuye en las islas de la costa este del
Océano Pacifico, incluyendo el Golfo de California, donde existen regiones usadas
para la crianza. Cerca del 30% de su poblacibn se encuentra en colonias
reproductivas en islas rocosas del territorio mexicano (Elorriaga-Verplancken et al.
2015, Heckel et al. 2020). Debido a la relativa facilidad con la que pueden ser
encontrados y consecuentemente muestreados, esta especie ha sido considerada
como especie modelo para investigaciones sobre efectos ambientales y ecolégicos
en especies marinas (Dierauf y Gulland 2001).

La especie, poliginica, tiene un comportamiento reproductivo ciclico y altamente
sincronizado. Durante el estro, las hembras tienden a ser muy gregarias y pueden
tener comportamientos agresivos en el periparto (Peterson y Bartholomew 1967). El
estro comienza en verano (julio-agosto), y en caso de concepcion, el embridn
permanece en diapausa por dos meses hasta que finalmente se implanta en el Utero
entre septiembre y octubre, para parir una cria entre mayo y junio tras nueve o 10
meses de gestacion desde la implantacion (Berta et al. 2006, Colegrove et al. 2009-

a).

34



Cuadro 1. Especies de mamiferos marinos y tipo de muestras analizadas para ITS1 e ITS2.

Especies Tipo de muestra NUum. NUum.
muestras individuos
TOTAL 365 216
Arctocephalus townsendi 12 10
Hisopado genital 10 10
Piel 2 2
Balaenoptera musculus 104 37
Exhalado respiratorio y 103 36
moco
Heces 1 1
Carlos Dominguez (CADS) Control técnico 3 1
Agua de mar Control ambiental 3 3
Balaenoptera physalus 5 5
Exhalado respiratorio 4 4
Piel 1 1
Callorhinus ursinus Piel 1 1
Delphinus capensis Exhalado respiratorio 1 1
Eschrichtius robustus Exhalado respiratorio 4 4
Megaptera novaeangliae Exhalado respiratorio 1 1
Mirounga angustirostris 56 42
Hisopado anal 28 28
Hisopado ocular 9 9
Piel 19 19
Phoca vitulina Piel 2 2
Phocarctos hookeri Piel 2 2
Physeter macrocephalus Heces 19 18
Trichechus manatus 7 4
Hisopado rectal 3 3
Piel 4 4
Zalophus californianus 143 83
Hisopado genital y moco 138 81
cervical
Piel 3 3
Biopsia 2 2
Zalophus wollebaecki Piel 2 2

La especie puede entrar en estro tan pronto como un mes después del parto

(Peterson y Bartholomew 1967, Dierauf y Gulland 2001). Tras el parto, la hembra
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intercala periodos de amamantamiento en tierra con periodos de alimentacion en el
mar, dejando a la cria vulnerable por lapsos. Este periodo de alimentacion esta
relacionado con las condiciones ambientales, pues si hay disponibilidad de alimento
de buena calidad en zonas aledafas a la colonia reproductiva, la hembra invertira
poco tiempo cazando y por consiguiente es menor el tiempo que la cria esté
vulnerable. Por el contrario, si no hay suficiente alimento cerca, la hembra debe
nadar mas tiempo. Ademas, la calidad del alimento determina la calidad de la leche
y por consiguiente la nutricion de la cria (Riet 2019).

Se han reportado numerosos agentes patdégenos para la especie, desde bacterias
(v.g., Brucella spp., Listeria ivanovii, Dierauf y Gulland 2001), nematodos y céstodos
(v.g., Anisakis sp., Contracaecum sp., Parafilaroides decorus, Diphyllobothrium
spp.), coccidias (Kuzmina et al. 2018), toxinas (Scholin et al. 2000), y virus (por
ejemplo, Herpesvirus-1, Gulland et al. 2020). Ademas, la especie es particularmente
susceptible a desarrollar carcinoma urogenital (aunque hasta el momento esa
patologia so6lo se ha reportado en las poblaciones de la costa oeste de los Estados
Unidos (Gulland et al. 2020; Barragan-Vargas et al. 2015). El carcinoma urogenital
tiene un caracter multietioldgico, incluyendo disbiosis bacterianas (Pereida 2020,
Pereida et al. 2023), virus oncogénicos (King et al. 2002, Buckles et al. 2006,
Gulland et al. 2020), contaminantes (Ylitalo et al. 2005) y factores hormonales
(Colegrove et al. 2009-b), genéticos (Acevedo-Whitehouse et al. 2003, Bowen et al.,
2005, Browning et al. 2015) e inmunolégicos (Pefiin et al. 2019). En esta tesis se
eligio al lobo marino de California para estudiar el papel del fungoma en relacién a
la transformacion epitelial, pues no hay estudios en el mundo que lo describan.

5.2.2 Ballena azul (BA)

La BA es el mamifero mas grande que haya existido en la Tierra (de ca. 27 metros
de longitud y entre 90 y 120 toneladas de peso) (Nifio-Torres et al. 2011). Es una
especie de cetaceo misticeto cosmopolita y migratoria que visita los litorales del
Pacifico mexicano entre el invierno y primavera, aunque su distribucién abarca

desde Rusia hasta Costa Rica (Heckel et al. 2020). La BA esta catalogada como
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especie en peligro bajo el criterio Alabd ver 3.1, aunque su poblacién va en
aumento (Cooke 2018). Un censo publicado en 2004 estimo la poblacion del

Pacifico Noreste en 3,000 ejemplares (Calambokidis y Barlow 2004).

La BA se ha estudiado en México desde 1993, por lo que se conocen algunos
aspectos de su taxonomia, morfologia, ecologia e historia de vida (Gendron y
Ugalde de la Cruz 2012, Casillas-L6pez 2016, Ortega-Ortiz et al. 2018, Atkinson et
al. 2019, Blevins et al. 2022). En las aguas del Golfo de California realiza actividades
de alimentacion, crianza y reproduccion. Aqui se le puede observar desde finales
de otofio hasta la primavera, aunque cabe la posibilidad de que exista una poblacién

residente fuera de la costa occidental (Gendron 2002).

Normalmente la BA se encuentra solitaria, en pares o madres con cria, y muy
ocasionalmente en grupos de tres, constituidos por madre con cria y una hembra
adicional. Las hembras suelen preferir zonas neriticas, es decir, cercanas a la costa
(Atkinson et al. 2019). Las hembras alcanzan la madurez sexual alrededor de los
cinco afos, se reproducen entre los meses de marzo y junio, antes de migrar al
norte, su gestacion dura de 10 a 11 meses y el periodo de lactancia ronda los siete
meses. Pueden tener una cria cada dos o tres afios (Gendron 2002, Atkinson et al.
2019).

Las demandas energéticas de esta especie, tomando en cuenta sus dimensiones,
obligan al animal a tener una alimentacién continua durante todo el afio (Costa-
Urrutia et al. 2013, Busquets-Vass et al. 2021), motivo por el cual la distribucién de
la BA responde a la disponibilidad y concentracién de alimento (Pardo et al. 2015).
Es por ello que su condicién corporal puede ser un indicador de la productividad de

las aguas (Wachtendonk et al. 2022)

Muchos aspectos de su salud clinica ain son enigmas, salvo reportes oportunistas
de la presencia de epibiontes (diatomeas) (Berta et al. 2006) y ectoparasitos (p.ej.,
Haematophagus megapterae), o de eventos post mortem con escasas 0 nulas

correlaciones al estado de salud (Dierauf y Gulland 2001, Groch et al. 2018). Con
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analisis coprologicos se han identificado algunos helmintos (como Diphyllobothrium
sp.) de animales vivos (Flores-Cascante y Gendron 2012, Flores-Cascante et al.
2019) y se ha descrito el bacterioma y arqueoma de las heces en dos individuos,
donde destacan Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Tenericutes vy
Spirochaeta por parte de las bacterias, y Methanomassiliicoccales por parte de las
arqueas (Glaeser et al. 2022). En improntas de exhalado se han detectado bacterias
con potencial patdbgeno como Streptoccus spp., Staphylococcus aureus,
Campylobacter spp. y Moraxella spp., por mencionar algunas (Acevedo-Whitehouse
et al. 2010), y con técnicas de secuenciacion masiva del gen bacteriano 16S del
ARNr se ha caracterizado su bacterioma respiratorio (Dominguez-Sanchez 2020),

pero no existen, a la fecha, estudios que describan su diversidad micaética.

5.3 Colecta de muestras

Las muestras de exhalados, biopsia de piel, heces e hisopados de los mamiferos
marinos indicados en el Cuadro 1 fueron colectadas y trabajadas en proyectos de
investigacion registrados en la institucion y que quedaron almacenadas. Algunas
muestras datan de 2003 hasta 2020 (ver Acevedo-Whitehouse et al. 2010, Guerrero
de la Rosa 2014, Morales 2018, Stoffel et al. 2019 para mas detalles de metodologia
de colecta).

A continuacién, se explica a detalle la colecta de los modelos de estudio principales
de esta tesis: el LMC y la BA.

5.3.1 Colecta de muestras de lobo marino de California

Se trabaj6é con los extractos de las muestras usadas para los trabajos de tesis de
maestria “Microbioma cervical y su relacién con la transformacion epitelial cervical
en el lobo marino de California (Zalophus californianus) (Pereida-Aguilar 2020) y
“Expresion genética relacionada con la transformacién epitelial genital del lobo
marino de California” (Nieves-Martinez 2022) de epitelio cervical de hembras

adultas, que fueron colectadas con cepillo citolégico en colonias reproductivas de
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12 islas del Golfo de California en 2016 y 2020 (Fig. 2). Los cepillos citologicos se
almacenaron en viales de 1.5 mL con etanol al 96% a -80°C. También se contaron
con 10 muestras de moco vaginal, tres biopsias de piel y dos de tejido epitelial

genital de los animales, que fueron almacenadas de la misma manera descrita.

Para cada individuo se conto con informacién adicional sobre su condicion epitelial
genital, presencia de ADN de virus con potencial oncogénico (herpesvirus (OtHV-1)
y papilomavirus (Zc-PV-1); Pereida-Aguilar 2020).

En total se conté con 143 muestras correspondientes a 74 hembras adultas y nueve

juveniles y crias para la presente tesis.
5.3.2 Colecta de muestras de ballena azul

Las muestras corresponden a aquellas colectadas para el trabajo de tesis doctoral
“Microbioma bacteriano del tracto respiratorio de la ballena azul (Balaenoptera
musculus) en el Golfo de California” (Déminguez-Sanchez 2020) en el Parque
Nacional Bahia de Loreto al suroeste del Golfo de California en las temporadas del
2016, 2017 y 2018 (Fig. 2). El exhalado de las ballenas se colecté con un dron
Phantom 3 quadracoptero (DJI, China) que contaba con una caja Petri de 10 cm
atada a la base del dron. La aproximacion a la ballena se hizo de caudal a craneal
y se volo a una altura promedio de 4.5 m sobre el animal (para mas detalles de

colecta de muestras ver Dominguez-Sanchez et al. 2018).

En total, para la presente tesis se contdé con 103 muestras de exhalado respiratorio
y moco de 36 individuos sexualmente maduros, asi como una muestra de heces de
un individuo extra, tres controles técnicos del operador del dron y tres controles

ambientales (agua de mar).
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Figura 2. Area de muestreo de los organismos modelo principales. Ballena azul (Balaenoptera musculus) (azul
celeste), y lobo marino de California (Zalophus californianus) (amarillo). El tamafio del circulo es relativo al
numero de muestras colectadas por sitio de muestreo.

5.4Evaluacion del estado epitelial de muestras de lobo marino de California

El estado citolégico de las muestras fue evaluado mediante la tincién modificada de
Papanicolau en improntas celulares, de acuerdo con Barragan-Vargas (2015) y se
utilizé la clasificacion acorde al sistema Bethesda (Nayar y Willbur 2015) donde las
categorias comprenden células escamosas atipicas (ASC), células atipicas de
significado indeterminado (ASC-US), células atipicas con multinucleacion e
hipercromasia y/o coilocitos (ASC-H), lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
(LSIL), lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL) y ausencia de dafio
citolégico, dependiendo de la morfologia observada (p. ej. hipercromasia,
binucleacion, pleomorfia nuclear, anisonucleosis, etc.). Dichos diagndsticos se

mencionan en los trabajos de Pereida-Aguilar (2020) y Nieves-Martinez (2022).
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5.5Evaluacién de la condicién corporal de ballena azul

La condicién corporal (CC) de los individuos fue evaluada mediante un indice visual
a partir de fotografias de identificacion de las regiones corporales expuestas durante
la exhalacién (Casillas-Lopez 2016) y que infiere sobre la cantidad de grasa
subcutanea observable. La evaluacion consistié en asignar un puntaje acorde tres
regiones anatémicas: columna vertebral, la region post-craneal y en los flancos.
Cada region se evalu6 por separado, otorgando valor de 3 para cuando la region
evaluada es muy notable, 2 si es visible, 1 cuando no lo esy X en el caso de que la
regibn a evaluar no estaba visible en la fotografia. Este método fue repetido al
menos cuatro veces para eliminar sesgos y estandarizar la evaluacion de la
condicion corporal del animal. De este modo la condicién corporal del animal es el
resultado de las combinaciones de cada region anatomica (ver Casillas-L6pez
2016). Se contaba con esta informacién para la presente tesis.

5.6 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los hisopados genitales del LMC que fueron muestreadas
en 2016 esta detallado en Pereida-Aguilar (2020). De manera general, se utilizé
digestion enzimatica con proteinasa k, EDTA 0.5 M y Tris HCI 1M. EI ADN de las
muestras de 2020 se extrajo usando el kit de extraccion de QIAamp ® DNA mini kit,

como fue descrito por Nieves-Martinez (2022).

El ADN de los exhalados respiratorios de BA fue extraido y purificado de igual forma
con el kit de extraccion QlAamp® DNA Mini Kit, como se encuentra detallado en

Dominguez-Sanchez (2020).

Todas las muestras se encontraban almacenadas a -20°C en el Laboratorio de
Genética Molecular y Ecologia Evolutiva de la institucion y estaban disponibles para

la presente tesis.
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5.7 Eleccién de marcador molecular y cebadores para ITS

Se trabajé con los marcadores moleculares para las regiones ITS1 e ITS2
(Halwachs et al. 2017), que fueron sintetizados comercialmente por T4OLIGO
(Irapuato, Gto, México). El Cuadro 2 muestra las secuencias y el tamafio

aproximado de la region diana.

Cuadro 2. Regm;enética y cebadores usados para identificar ADN de hongos.
Region Forward Reverse Longitud aproximada
ITS1 ITS1-F ITS2r 300 pb
5 5
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA GCTGCGTTCTTCATCGATGC
3 3

ITS2  ITS3 ITS4 330 pb
5 GCATCGATGAAGAACGCA 3 5
TCCTCCGCTTATTGATATGC
3
ITS2  gITS7 ITS4 330 pb
5 GTGARTCATCGARTCTTTG &
3

TCCTCCGCTTATTGATATGC
3

Los cebadores se suspendieron en agua libre de nucleasas para obtener una
concentracion de trabajo de 10 uM. Para la sub-region ITS2 se probaron las dos
combinaciones (ITS3-ITS4 y gITS7-ITS4). Se opt6 por trabajar con el primer par
(ITS3-ITS4).

5.8 Protocolo de PCR

5.8.1 Estandarizacion de protocolo utilizando ADN de un hongo: Sclerotinia
sp.
Antes de proceder al analisis de las muestras se estandariz6 la técnica utilizando
ADN extraido de una muestra de un hongo. Especificamente, se utilizé un cultivo
de Sclerotinia sp. que fue donado por el Laboratorio de Microbiologia Molecular de

la Universidad Autonoma de Querétaro.

Se efectuaron diluciones seriadas (1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000,
1:1000000 y 1:10000000) con agua de grado molecular para conocer la
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concentracion minima detectada por ambos pares de cebadores elegidos (para
ITS1 e ITS2). Los reactivos usados para el coctel de la reaccion de PCR se

especifican en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Concentraciones de reactivos usados para las reacciones de PCR.

Reactivo Concentracion Cantidad usada Marca
por reaccion
Buffer PCR (-MgClz) 10x 10% Invitrogen ®
MgCl2 50 mM 3% Invitrogen ®
dNTP 10 mM 2% Invitrogen ®
BSA 20 mg/mL 2% Thermo Scientific
Formamida Hi-Di 45.04 g/mol 1% Qiagen ®
Cebador Forward 10 uM 5% T4 OLIGO ®
Cebador Reverse 10 uM 5% T4 OLIGO ®
Taq polimerasa 5 U/uL 1% Invitrogen ®
Agua grado molecular cbp -
Muestra <100 ng/Rx cbp -

5.8.2 Estandarizacion de protocolo utilizando ADN de cultivos de hisopados
genitales de lobo marino de California
Con el propésito de evaluar si los métodos de extraccion de ADN usados en las
muestras con las que se trabaj6 en esta tesis (ver Metodologia 5.6), se trabaj6é con
hisopados vaginales adicionales de 12 crias de LMC del Archipiélago de San Benito
en 2023.

Cada hisopado fue sembrado en un medio selectivo para hongos (agar papa-
dextrosa, PDA) y uno no selectivo, donde pueden crecer bacterias (agar chocolate,

ACH). Los medios se prepararon de la siguiente manera:

I.  En una campana de extraccion se prepararon 15 cajas de Petri con ca. 20
mL de PDA con ampicilina cada una y la misma cantidad con ACH.
II.  Después fueron tratados con radiacion UV por 20 minutos para esterilizarlos.
[ll. A continuacion, se sellaron con parafilm para su transporte al Archipiélago de
San Benito, Baja California Sur en verano de 2023.
IV. Tras realizar el sembrado en zig-zag, cada caja fue sellada nuevamente

mantenida en un lugar fresco y seco hasta su retorno al laboratorio.
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VI.

VII.

Una vez en el laboratorio se seleccionaron las cajas Petri en las que hubo
crecimiento de microorganismos y se resembraron en nuevas cajas Petri con
PDA. Paralelamente se prepar6 medio selectivo para levadura (YPD) para
aguellas placas con colonias con apariencia levaduriforme

Se incubaron dos réplicas de cada colonia: una a temperatura ambiente y
otra a 37°C.

Los microorganismos crecieron en una semanay luego fueron observados al
microscopio con objetivo 40x y una gota de agua destilada para la descripcion

de sus estructuras microscopicas.

De cada caja con medio PDA se obtuvieron tres muestras que fueron pesadas para

estimar su biomasa de hongo y se les extrajo el ADN usando un protocolo de

fenol:cloroformo con las siguientes especificaciones:

VII.
VIII.

XI.
XII.
XIII.
XIV.

En un tubo de 1.5 mL se coloco la muestra del cultivo con etanol para igualar
la forma en que se colectan las muestras en campo. Ese tubo se homogeniz6
con agitaciones suaves manualmente.

Se extrajeron 250 uL de cada muestra

Posteriormente se agrego 285 uL de Chelex al 5% a cada tubo

Se agreg6 15 pL de SDS al 20% a 37°C a cada tubo

Se homogenizé por 30” usando un agitador o vortex

Se agreg6 10 uL proteinasa K (concentracién 20mg/mL) a cada tubo

Se dejo incubando toda la noche en un rotor a 58°C por 24hrs

Al dia siguiente se agregaron 500 pL de solucion de fenol:cloroformo:isoamil
en proporcién 25:24:1

Homogenizé por 30" em agitador o vortex

Se centrifug6 a 13,000 rpm por 15’

Se paso el sobrenadante a un tubo nuevo

Se agregaron 400 pL de etanol frio (-18°C) al 96% en cada tubo

Se agregaron 120 uL de acetato de amonio (concentracion 8M)

Dejar incubando a -20°C por 30’
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XV.  Se centrifugé a 13,000 rpm por 10’
XVI.  Se retiro el sobrenadante
XVII.  Se agregaron 400 pL de etanol al 70%
XVIIIl.  Se centrifugd a 13,000 rpm por &’
XIX.  Se agregaron 400 uL de etanol al 70%
XX.  Se centrifug6 a 13,000 rpm por 5’
XXI.  Se retiré el sobrenadante y se dejo secando a temperatura ambiente en un
lugar sin corrientes de aire que puedan contaminarlo

XXII.  Finalmente, se resupendié cada tubo en agua libre de nucleasas (50 pL)

Después de la extraccion, a cada alicuota se le hicieron cuatro mediciones con el
espectrofotometro NanoDrop 2000® y se promedid su concentracion (ng/uL) y
calidad. Posteriormente se realizé un analisis de correlacion lineal para estimar la

relacién biomasa:ADN extraido.

Se comparo la calidad e integridad del ADN extraido de bacterias con el de hongos

con prueba no paramétrica de Wilcoxon.

5.8.3 Programa de PCR

Con el ADN extraido de las muestras de hongo (Sclerotinia spp. y las de los cultivos
en PDA, YPD y ACH) se estandarizé el programa del termociclador de la manera

en que serian trabajadas las muestras de ADN de los mamiferos marinos.

El volumen de reaccion fue de 12 uL por alicuota. La cantidad de ADN agregada al
coctel era variable, considerando la concentracién de ADN y buscando que no fuera
mayor a 100 ng por reaccion, 1.2 uL de buffer 10x (Invitrogen ®), 0.36 uL de MgCl:
(50 mM), 0.24 pyL de dNTP (10 mM), 0.24 pL de BSA (20 mg/mL), 0.12 L de
formamida (45.04 g/mol), 0.6 uL de cebador forward y 0.6 uL de cebador reverse 10
MM), 0.12 uL de tag polimerasa (5 U/uL), y el agua de grado molecular para
completar los 12 uL de reaccion (ver Cuadro 3 para detalles de concentracion). El

Cuadro 4 muestra las temperaturas, ciclos y tiempo de cada etapa.
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Cuadro 4. Programa de PCR utilizado para amplificar fragmentos del gen ITS.

Repeticiones Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 95 60
95 15
32 56.1* / 55** 30
72 30
1 72 600

) 4° )

*Temperatura de hibridacién para los cebadores ITS1-F e ITS2r (subregion ITS1)

** Temperatura de hibridacion para los cebadores ITS3 e ITS4 (subregion ITS2)
(Modificado de Schoch et al. 2012)

Para comprobar que no hubiera contaminacion en los medios selectivos para
hongos, asi como evaluar la presencia de ADN viable en las muestras, se usaron
pares de cebadores para la region hipervariable Vs3-Vadel gen 16S (Bakt_341F 5’
CCTACGGGGGCWGCAG 3’y Bakt_805R 5GACTACHVGGGTACTAATCC 3’) de
bacterias (Sinclair et al. 2015). El programa de PCR utilizado consté de una etapa
de desnaturalizacion a 94°C por tres minutos; seguido de 32 ciclos de 94°C por 45
segundos, 58°C por 40 segundos y 72°C por un minuto; después una etapa de
elongacion a 72°C por 10 minutos, el producto fue almacenado a 4° hasta realizar

el gel de electroforesis en 1% de agarosa y tefiida con bromuro de etidio

5.8.4 Visualizacion de amplicones

Se realizé la técnica de electroforesis de las reacciones en geles de agarosa al 1%
(100 V por 26 minutos) teflidos con bromuro de etidio para comprobar la presencia
de los productos de PCR, o amplicon, de ITS1 o ITS2. Cada gel se visualizé con

ayuda del software Image Lab (Bio-Rad®).

5.9Secuenciacioén

El ADN de las muestras positivas a material genético de hongos (es decir, las que
amplificaron para ITS1 o ITS2) asi como de las muestras de ADN de hongos

aislados en PDA fueron enviadas al Instituto Nacional de Medicina Gendmica
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(INMEGEN, Cd. De México) siguiendo las especificaciones de entrega indicadas
por el proveedor, y en donde fueron secuenciados en la plataforma lllumina MiSeq®
(Nilsson et al. 2019). El laboratorio secuencio la region ITS1, que fue determinado

como el mas informativo (ver la seccién de Resultados).

5.10 Analisis bioinformatico del fungoma

5.10.1 Analisis de calidad, filtrado de las lecturas y asignacion taxonémica

Se filtraron por calidad las secuencias pareadas con el software FASTQc (v0.12.1,
Babraham Bioinformatics, www.bioinformatics.babraham.ac.uk). Se eliminaron las
primeras 10 bases de las lecturas Forward (Fwd) y Reverse (Rvs). Después se
truncaron las lecturas Fwd a 230 bases y las Rvs en 150 de acuerdo con su calidad
en la escala Phred (Quality score <31) (O’'Rawe et al. 2015).

Las lecturas fueron importadas al programa R (v4.3.2, R Core Team 2023) con el
entorno gréfico de Rstudio (v2024.09.0.375, Posit team 2024). Se uso6 el paquete
DADA2 (v1.30.0; Callahan et al. 2016) para modelar los errores a partir de las tasas
de error de las lecturas Fwd y Rvs. Posteriormente se realizé una derreplicacion, se
parearon las secuencias y se eliminaron lecturas quiméricas (Callahan et al. 2016).
La asignacion taxondmica se llevo a cabo tomando como base de referencia la base

de datos de UNITE (version sh_general_release_dynamic_25.07.2023).
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5.10.2 Analisis de fungoma central: ocurrencia y abundancia de hongos

Usando el paquete Phyloseq (v1.46.0; McMurdie y Holmes 2013) se filtraron las
secuencias que la base de datos identificO como especies micoticas y se crearon
objetos Phyloseq para cada especie que fue positiva a ITS1 y que se secuencid
(ballena azul, lobo marino de California, ballena gris, cachalote, elefante marino del
Norte y las muestras de hisopados genitales de LMC en PDA). En el caso de las
muestras de BA, al contar con mas de una muestra de soplo por individuo, se
seleccion6 una muestra ITS1 positiva por ballena y por afio para realizar analisis
individuales y después se cre6 otro subset de datos para analizar el fungoma por
soplos. Para los estudios de alfa y beta diversidad (ver Metodologia 6.10.4) se
continuo con el subset que corresponde a una muestra de ITS1 por individuo y por

afio para

Se realizaron gréaficos de Krona en la plataforma Galaxy (https://usegalaxy.org/)
para analizar la composicion del fungoma por especie. En el caso de la BA, para
construir este grafico se omitieron los datos de fungoma de los controles técnicos
(agua de mar y estornudo de CADS). También se construyeron graficos de barras
con las abundancias relativas de cada hongo (agrupados a nivel de Clase) para

observar la abundancia relativa de los hongos por muestra.

Posteriormente se crearon graficos de dispersion para visualizar la ocurrencia y
abundancia de hongos para cada especie con el paquete ggplot2 (v3.5.1; Wickham
2016). Para el LMC y la BA se us6 como limite de prevalencia el 75% vy lecturas
mayores al 2% en abundancia para establecer los taxones centrales (Neu et al.
2021). El fungoma por muestra se analiz6 con gréficos de barras apiladas
transformando las abundancias en porcentajes con el paquete ggplot2 (v3.5.1;
Wickham 2016).

5.10.3 Analisis de fungoma con el uso de redes de co-ocurrencia

Debido al numero de individuos que pudieron ser secuenciados, el analisis de redes

de co-ocurrencia de ASVs sélo se pudo realizar para las muestras de LMC y BA a
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partir de una matriz de adyacencia calculada con el paquete SpiecEasi (v1.1.3; Kurtz
et al. 2015) usando el método Meinshausen-Bihimann (mb) que estima una matriz
inversa de covarianza para seleccionar los nodos vecinos de cada ASV (Matchado
et al. 2021). Posteriormente se uso el paquete igraph (v2.0.3; Csardi y Nepusz 2006)
para convertir la matriz de adyacencia en una red no dirigida y no ponderada. Se
estimaron las caracteristicas topograficas de las redes de co-ocurrencia (Degree,
diametro, distancia media e indice de clusterizacién) y se us6 el método de Edge
betweenness para identificar las comunidades de ASVs que més co-ocurren en los

hospederos.

5.10.4 Descripcion del fungoma: alfa y beta diversidad

Se construyeron graficos de rarefaccion con el paquete BiodiversityR (v2.16-1) para
visualizar si el tamafio de muestra empleado fue el adecuado (Zou et al. 2023) sélo
para el caso del LMC y la BA, debido a que en las otras especies hubo menor o

igual a tres muestras secuenciadas.

Se ordenaron los ASVs del mas abundante al menos abundante para crear curvas
de Whittaker (rank abundance curves; Bastow 1991). Se us6 su abundancia relativa

dado el tamafio heterogéneo de las muestras por hospedero.

Para describir la diversidad alfa se usaron los indices de riqueza (0 numero de
especies observadas), Chaol, Shannon, Pielou y Simpson. El indice de Chao 1 se
calcula de la siguiente manera:

nZ

1
Schao1 = Sobs T Z_le

donde:

Sobs = El nUmero de especies observadas en la muestra (riqueza de la muestra).
n1 = El nimero de especies que solamente se observaron una vez en la muestra
(singletons).

n2= El nimero de especies que se observaron dos veces en la muestra (doubletons)
(Hughes et al. 2001).
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El indice de Shannon (H’) se calcula con la siguiente formula:

S

H = - Zpi * log (p;)

i=1
donde:
Pi = probabilidad de encontrar a la especie i en la muestra

S = la riqueza de la muestra (Brouwer et al. 2023).

El indice de Pielou (J), que es la normalizacion del indice H’, se calcula con la
formula:
~ log (N)

J

Siendo N el nimero de especies encontrados en la muestra (Brouwer et al. 2023).

Y, finalmente, el indice de Simpson (A), que se calcula con la siguiente férmula:

siendo:
pi= la probabilidad de la especie i

S = la riqueza de la muestra (Lopez et al. 2017).

Estos indices de diversidad alfa fueron estimados con el paquete Vegan (vers. 2.6-
4). Se hicieron dos aproximaciones para evaluar la riqueza: la primera considerando

los datos por especie y la segunda por muestra individual.

Para la diversidad beta se construyeron matrices de distancia UniFrac, UniFrac

ponderada, Bray-Curtis y Jaccard. La distancia UniFrac se calcula como:

UF - b [AL Bi
= Lk | — = —
2 l Ar By

l
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donde:

n = numero de ramas del arbol filogenético

bi = la longitud de la rama i

Ai = numero de secuencias que descienden de la rama i en la comunidad A
Bi = nimero de secuencias que descienden de la rama i en la comunidad B
At = numero de secuencias totales en la comunidad A

Bt = nimero de secuencias totales en la comunidad B (Kers y Sacenti 2022).

La medida UniFrac ponderada le asigna peso a cada rama del arbol filogenético
dependiendo de su abundancia relativa, pero se calcula de la misma forma que
UniFrac (Kers y Sacenti 2022).

Siendo Ay B dos comunidades diferentes, la distancia de Jaccard se puede obtener
con la siguiente formula (Kers y Sacenti 2022):

|A N B|
|A UB|

Jaccsimititua (A, B) =

Finalmente, la distancia de Bray-Curtis se calcula de la siguiente manera:

Si+S;

BC=1-

donde:
Cij = es la suma de los valores minimos de individuos de especies presentes en
ambas comunidades iy j.

S = es lariqueza tanto del sistema i como del j (Kers y Sacenti 2022).

Las matrices de distancia de la diversidad beta fueron estimadas con el comando
vegdist del paquete vegan (v2.6-4) y posteriormente visualizados en heatmaps
(paquete pheatmap v1.0.12; Kolde 2018). A continuacion, se realizaron analisis de
coordenadas principales (PCoA) con la funcion ordinate del paquete phyloseq
(v1.46.0; McMurdie y Holmes 2013), y para conocer la cantidad de ASVs que
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compartieron los organismos modelo, se uso el paquete ggVennDiagram (v1.5.2;

Gao et al. 2021) para construir un diagrama de Venn.

5.10.5 Analisis de fungoma-bacterioma

Con los datos de bacterioma de LMC disponibles a partir del estudio de Pereida-
Aguilar et al. (2023), que corresponden a los mismos individuos de 2016 usados en
esta tesis, asi como los datos del bacterioma de BA de 2016 y 2017 de Dominguez-
Sanchez (2020) se analizé la relacion entre hongos y bacterias en los epitelios de
los individuos muestreados. Para esto, se construyeron heatmaps a partir de una
matriz de adyacencia ponderada que se calculd con la opcién getOptBeta del
paquete SpiecEasi (v1.1.3; Kurtz et al. 2015). Cada celda se agrup6 por familia de
bacterias y hongos, y su nivel de asociacion se grafico visualmente en un heatmap.
Posteriormente se construyeron redes de co-ocurrencia de hongos y bacterias
usando el método de Meinshausen-Buhlmann del paquete SpiecEasi (v1.1.3; Kurtz
et al. 2015) en el software R (v4.3.2, R Core Team 2023). En este caso, la
identificacion de las comunidades de co-ocurrencia de hongos y bacterias se intent6
estimar con el método de Edge betweenness, sin embargo, requirié6 de mayor poder
computacional que no fue posible estimarlo, por lo que se realiz6 la aproximacion

con el método Louvain.

A continuacién, se calculé una matriz de adyacencia ponderada (getOptBeta) con
la que se construyd un heatmap con el paquete pheatmap (v1.0.12; Kolde 2018)
para observar las familias de hongos que mas co-ocurren con las familias de

bacterias de los hospederos.

5.11 Anélisis estadistico

Para evaluar qué marcador molecular tuvo mayor sensibilidad para detectar ADN
fungico se realizaron pruebas de proporciones en RStudio (v2024.09.0.375, Posit

team 2024). Ademas, para el caso del LMC y BA se realizaron pruebas de Fishery
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Chi cuadrada para determinar si la condicion epitelial o la condicion corporal se
relacionaban con la sensibilidad de la PCR. Para estos casos se excluyeron los
individuos que no contaban con diagnadstico citoldgico (para LMC) o evaluacion de
su condicion corporal (para la BA).

Se hizo una transformacion logaritmica de las abundancias de cada ASV y se
compararon entre diferentes condiciones para conocer qué grupos de hongos tienen
mayor abundancia en cada caso usando pruebas T de Student o de Wilcoxon para
las variables binarias y ANOVA o Kruskal-Wallis para las variables de mas de tres
categorias después de identificar si la distribucidén de las abundancias era normal o

no con la prueba de Shapiro y plots Q-Q.

a) En el caso del LMC las variables respuesta fueron:
1. Estado del epitelio genital (incluyendo la clasificacion ASC, ASC-US,
LSIL o HSIL como una que comprenda a todas “ASCLSIL”") y epitelio
sano.
2. Presencia de ADN de herpesvirus (OtHV-1).

3. Presencia de ADN de papilomavirus (zcPV-1).

Las co-variables fueron:

Por grupo etario: adultos y crias/juveniles

Por region ecolégica: Regidén Norte (Rocas Consag, San Jorge e Isla Lobos), Regién
de las Grandes Islas (Granito, Cantiles, Los Machos y Partido), Region Central (San
Esteban, San Pedro Martir, San Pedro Nolasco y El Rasito), y Region Sur (Farallén
de San Ignacio y Los Islotes) (Szteren y Aurioles 2011).

b) Parala BA las variables respuesta fueron:
1. Condicién corporal (buena, mala y regular. Se excluyeron los
individuos para los que no se conto con informacion de condicion

corporal).

Las covariables fueron:
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Sexo (macho y hembra). Se excluyeron los individuos para los que no se conocio el

S€eXO0.

Se estim6 una tasa de abundancia de Basidiomycota:Ascomycota y se evalud si
dicha relacion era diferente en LMC con cambios epiteliales y sin cambios (Li et al.
2023).

Se realizaron pruebas de normalidad (Shapiro y plots Q-Q) para los indices de
diversidad alfa y se compararon entre si de acuerdo a las variables mencionadas,

considerando un 95% IC y 5% de error tipo I.

Se realizé una prueba de ANOVA para estimar diferencias entre los indices de alfa
diversidad entre cada uno de los mamiferos marinos de esta tesis y se visualizé con

gréaficos de cajas y bigotes.

La diversidad beta se calculé mediante un analisis de PERMANOVA (funcién
adonis2 del paquete vegan, v2.6-4; Oksanen et al. 2022) usando matrices de
distancia (UniFrac, UniFrac ponderada, Bray-Curtis y Jaccard) (Pannoni et al. 2022)

con base en las mismas variables antes mencionadas.
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6. RESULTADOS

6.1 Estandarizacion de protocolo de PCR

6.1.1 Estandarizacion de protocolo de PCR con ADN de Sclerotinia sp.:
concentracion minima detectable

Tras las diluciones seriadas del ADN del hongo Sclerotinia sp. se observo que son
necesarios, al menos, 0.003 ng/uL de ADN fungico en la muestra para que pueda
ser detectado por ambos pares de cebadores para las regiones ITS1 e ITS2 (Fig.
3A y 3B). Respecto a los pares para la region ITS2 (ITS3-1TS4 y gITS7-ITS4) los
pesos moleculares son diferentes. El par gITS7-ITS4 amplifica una regién
ligeramente menor que el par ITS3-ITS4 (Fig. 3C). Para el resto de los analisis de
ITS2 en las muestras de ADN de los mamiferos marinos se opto por los pares ITS3
e ITS4.

ms2
(Fwd) ITS3: CAT CGA TGA AGA ACG CAG C sz s
(Rvs) ITS4: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (Fwvd) ITS3: CAT COATEA AGAACG CAGC  (Fwd) gITS7: 676 AN
(Rvs) ITS4: TeCTEcGeT AT oA T 6 (Rws)  (TS4: TecTO

(Fwd) ITS1-F: CTT GGT CAT TTA GAG
(Rvs) ITS2r:  GCT GCG TTC TTC

1:1,000,000
1:10,000,000

o
Q O
<3 =)
Q g
SIS
- -
- -

1:10,000,000

1:100,000
1:1,000,000

i (; ;

i

g 3. | S {

3 Ol ' I

Figura 3. Concentracion minima necesaria para detectar ADN micético. Para ITS1 (A) y para ITS2 (B), diluyendo
ADN de Sclerotinia sp. como control. Se observa también diferente peso de la banda de una misma region,
ITS2, usando set de primers distintos (C).

6.1.2 Estandarizacion de protocolo de PCR con ADN de cultivos de hisopados
genitales de lobo marino de California

Hubo crecimiento de hongos en cuatro cajas de Petri con PDA, y en ocho cajas de
Petri con ACH (Cuadro 5). Las colonias en PDA tenian morfologias diferentes: dos

eran algodonosas (23BEO06, Fig. 4A; y 23BE35, Fig. 4B), una con apariencia
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mucoide, rosa brillante (23BE36, Fig. 4C) y la cuarta tenia pequefias colonias
negras diseminadas (23BE39, Fig. 4D); por otro lado, las colonias en ACH tenian

coloracion amarillenta, mucoide y brillosa.

Cuadro 5. Hisopados genitales de individuos de lobo marino de California aislados en medios de cultivos.
Agar Papa-Dextrosa (PDA) y agar chocolate (ACH).

PDA ACH
23BE04
23BEO5 v | 23BEO05 v
23BE06

23BE15 23BE15 v
23BE17 23BE17 v
23BE20 23BE20 v
23BE28 v
23BE28A vV

23BE30 23BE30 v
23BE35 v | 23BE35 v
23BE36 v

23BE39 v

Las muestras marcadas con palomilla (v) indican que
hubo crecimiento de colonias de microorganismos

23BE39 S —————
Figura 4. Morfologia macroscépica de colonia de los hisopados vaginales en PDA de lobo marino de California
del Archipiélago de San Benito, BC.

56



Después de la resiembra de cada morfotipo, donde sélo hubo crecimiento de
colonias en las que fueron cultivadas a temperatura ambiente, se pudo observar al
microscopio las estructuras reproductivas de los hongos (Fig. 5). De la muestra

23BE35 se aislaron cuatro morfologias diferentes (Fig. 5D a 50).

Tras las mediciones de concentracion y calidad del ADN de cada muestra y sus
réplicas (Cuadro 6), se encontr6 una concentracion significativamente mayor de
ADN (ng/pL) en las muestras de bacterias que en las de hongos (Prueba de
Wilcoxon, p=0.0001), aunque no se estimd la biomasa de las bacterias previo al
protocolo de extraccidén; no se encontraron diferencias significativas en la pureza
del ADN extraido con la relacién de absorbancia 260/280 (Prueba de Wilcoxon,
p>0.05), pero si con la relacién 260/230 (Prueba de Wilcoxon, p=0.002), siendo este
valor mas bajo para los hongos usando el mismo protocolo de extraccion para

ambos casos (Fig. 6).

A partir de la biomasa y de las mediciones de ADN extraido se observo una
correlacién negativa significativa entre ambas variables (Cor = -0.27, r>=0.073, p =
0.0307, Fig. 7A). Cuando se realiz6 la misma prueba para cada morfotipo por
separado, para tres muestras (23BE35P1, 23BE35P3 y 23BE36P) la correlacion fue
estadisticamente significativa (Fig. 7C, 7D y 7F).
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Figura 5. Morfologia macroscopica y
microscopica de los hongos cultivados a
partir de las muestras de hisopado genital
de lobo marino de California del
Archipiélago de San Benito. Se observa un
crecimiento concéntrico, de apariencia
algodonosa y color marrén: vista superior
(A) y vista inferior (B); vista al microscopio
objetivo 40x (C). Se aprecia un cuerpo
fructifero (flecha azul con borde negro).
Muestra 23BE35 morfologia P1 al dia 9
crecido a temperatura ambiente en PDA.
Tiene un  crecimiento  diseminado
multifocal, de centro blanquecino y borde
verde: vista superior (D), y vista inferior (E);
vista al microscopio objetivo 40x (F).
Muestra 23BE35 morfologia P2 al dia 9
crecido a temperatura ambiente en PDA.
De crecimiento lento, con seis colonias con
tendencia a fusionarse, algodonoso y con
gotas de exudado, de centro olivaceo y
bordes blanquecinos: vista superior (G),
vista inferior (H) y al microscopio objetivo
40x (1). Muestra 23BE35 morfologia P3 al
dia 9 crecido a temperatura ambiente en
PDA. Mdltiples focos que coalescen, de
apariencia ligeramente algodonosa, de
centro blanquecino seguido por un anillo
anaranjado y un halo verde oscuro: vista
superior (J), inferior (K) y al microscopio
objetivo 40x (L). Muestra 23BE35
morfologia P4 al dia 9 crecido a
temperatura ambiente en PDA. Mdltiples
focos, pero no cubren la placa, de
apariencia brillante, centro marrén y un
halo amarillento: vista superior (M), inferior
(N), y al microscopio objetivo 40x (O). Se
observan  cuerpos fructiferos  con
numerosas esporas en las regiones
terminales de las hifas (flechas rojas).
Muestra 23BE36 al dia 5 crecida en PDA
(P) y en YPD (Q), en ambos casos a
temperatura ambiente. La colonia es color
rosa brillante y de apariencia mucoide. Al
microscopio, objetivo 40x (R) se observan
las levaduras y una pseudohifa (flecha
amarilla). Muestra 23BE39 al dia 10 en
PDA crecida a temperatura ambiente. Se
observan al menos tres colonias de
crecimiento muy lento, hiperpigmentadas y
gue coalescen: vista superior (S) e inferior
(T). Al microscopio, 40x (U), se observan
hifas tabicadas de apariencia globosa
(flecha negra) y no se observaron esporas.



Cuadro 6. Concentracion y calidad de ADN de las colonias crecidas en medio PDA y ACH.

Muestra Bi‘(’nTga)sa ng/pL  260/280  260/230

12 508.35  1.95 1.61

23BE06P 56 249.83  1.80 1.10
11 61.25 1.90 1.00

5 38.05 1.66 0.70

23BE35P1 10 28.70 1.77 0.78
6 72.47 1.77 0.90

<1 139.15  1.97 1.62

23BE35P2 <1 118.10  1.91 0.96
309.65  2.02 1.75

68.05 1.72 0.69

23BE35P3 3 62.47 1.46 0.62
8 37.00 1.77 0.57

13 108.08  1.66 0.78

23BE35P4 6 26.92 1.71 0.52
2 23.05 1.55 0.35

7 156.50  1.98 1.15

23BE36P 3 138.80  1.98 1.27
1 151.70  1.99 1.30

<1 28.53 1.47 0.59

23BE39P <1 18.78 1.52 0.30
<1 43.95 1.41 0.43

ACH_23BE05 ND 756.90  1.84 1.79
ACH_23BE15 ND 253.60  1.85 171
ACH_23BE17 ND 696.00  1.49 1.11
ACH_23BE20-1 ND 311.10  1.76 1.65
ACH_23BE20-2 ND 131.20 152 1.01
ACH_23BE28 ND 231.90  1.63 1.47
ACH_23BE28-A ND 47710  1.80 1.52
ACH_23BE30 ND 138.90  1.93 1.19
ACH_23BE33 ND 32710 1.92 1.39
ACH_23BE35 ND 341.40  1.89 1.73

ND= Sin datos. Mediciones hechas con el espectrofotometro NanoDrop 2000®.
NOTA: en negritas se resalta el vial utilizado para la secuenciacion por tener mas alta concentracion de ADN y
calidad.
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Figura 6. Calidad del ADN extraido de colonias aislada en medios de cultivo PDAy ACH
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Figura 7. Pruebas de correlacion de biomasa de hongo y ADN extraido para las muestras de hisopado genital
de LMC en medio PDA. No fue posible detectar biomasa para las muestras 23BE35v2 ni 23BE39.
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Finalmente, se constaté que el ADN extraido en medios PDA pertenecia a hongos
y no a bacterias pues amplificé para ITS1 e ITS2, pero no para el gen bacteriano
16S, y de igual manera las colonias crecidas en ACH amplificaron para el gen
bacteriano 16S pero no para ITS1 o ITS2 (Fig. 8).

23BEO6P
23BE35P1
23BE35P2
23BE35P3
23BE35P4
23BE36P
23BE39P
23BEO6P
23BE35P1
23BE35P2
23BE35P3
23BE35P4
23BE36P
23BE39P

s1: ms2:
(Fwd) ITS1-F; CTT GGT CAT TTA GAG GAAGTAA [Fwd) (TS3: CAT CGA TGA AGA ACG (AG C
(Rvs) (TS2r: GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC (Rvs) ITS4: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

ACH23BE28-A
ACH23BE30
ACH23BE33
ACH23BE35

e
S
~
L
[+4]
™
o
I
Q
<

23BEO6P
23BE35P1
23BE35P2
23BE35P3
23BE35P4
23BE36P
23BE39P
ACH23BE05
ACH23BE15
ACH23BE17
ACH23BE20-1
ACH23BE28

* V3-Va16S:
(Fwd) Bakt_341F; CCT ACG GGG GOW GCA G
(Rvs) Bakt_BOSR: GAC TACHVG GGT ACT AAT CC

Figura 8. PCR para los genes ITS1, ITS2 y 16S de los cultivos de hisopado genital de LMC en PDA y ACH. Se
observa que algunas muestras tienen mas afinidad por un marcador que otro (ITS1, superior izquierda; ITS2,
superior derecha). Las colonias de hongos no amplificaron para 16S y las colonias de ACH si (abajo).

6.1.3 Potenciadores de PCR

Una vez que se estandarizé el protocolo de PCR, se observé que en algunas
muestras no era evidente la presencia de bandas de amplicbn pese a estar
presente. Para subsanar esto, se adicionaron potenciadores de PCR como
albumina de suero bovino (BSA) y formamida, resultando en bandas mas visibles
(Fig. 9). Por ese motivo, para las pruebas con ADN de muestras de mamiferos

marinos se continué utilizando ambos potenciadores en las reacciones de PCR.
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BSA + formamida

20CAO01A
20RCO1A
20RC01A2
20SJ03A
20SJ03A2
20SJ01A2
20SJ03A2
20SJ01A2

< <
ol ©
< O
O 0
=i =
N

20SJ03A

ITS1:
(Fwd) ITS1-F: CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A

;‘;Sw]a) ITS1-F: CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A (Rvs) ITS2r: GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC

(Rvs) ITS2r: GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC

Figura 9. Uso de potenciadores de PCR mejora la claridad de las bandas. La adicion de BSA + formamida a la
reaccion de PCR mejora la nitidez de las bandas (derecha).

6.2 Muestras de mamiferos marinos positivas a ITS1 o ITS2

Tras las reacciones de PCR para ITS1 e ITS2 se obtuvieron 16 ballenas azules
positivas a ITS1 y nueve para ITS2; una muestra de ballena gris positiva a ITS1,
dos de cachalote positivas a ITS1; cinco muestras positivas a ITS1y dos a ITS2 de
elefante marino del Norte; una muestra positiva para ITS1 e ITS2 de manati del
Caribe; 19 lobos marinos de California positivos a ITS1, y tres controles técnicos
positivos a ITS1 y dos a ITS2 como se observa en el Cuadro 7 y Figura 10. Debido
a la escasez del material genético disponible para las muestras de manati del Caribe

no fue posible secuenciar estas muestras.

Las dos muestras de heces de cachalote, positivas a ITS1, presentaron una banda
muy tenue (Fig 11A); la muestra de soplo de ballena gris mostré una banda tenue
para ITS1, pero no para ITS2, y al reamplificar el amplicén de ITS1 fue posible
observar dos bandas bien delimitadas (Fig 11B). De manera general, comparando
todas las muestras con las que se trabajé, se observé una mayor proporciéon de
individuos positivos a ITS con la subregién ITS1 que con ITS2 (prueba de
proporciones, p=1.319x10-°) (Fig. 11E).
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Cuadro 7. Muestras de mamiferos marinos a las que se le analiz6 ADN en busca de ITS1 e ITS2.

Especie Numero de Numero de Individuos Individuos
muestras individuos positivos a positivos a
ITS1 ITS2
Arctocephalus townsendii 12 10 0 0
Balaenoptera musculus 104 37 16 9
Balaenoptera physalus 5 5 0 0
Callorhinus ursinus 1 1 0 0
Delphinus capensis 1 1 0 0
Eschrichtius robustus 4 4 1 0
Megaptera novaeangliae 1 1 0 0
Mirounga angustirostris 56 42 5 2
Phoca vitulina 2 2 0 0
Phocarctos hookari 2 2 0 0
Physeter macrocephalus 19 18 2 0
Trichechus manatus 7 4 1 1
Zalophus californianus 143 83 19 0
Zalophus wollebaecki 2 2 0 0
CADS 3 1 2 1
Agua de mar 3 3 1 1
TOTAL 365 216 47 14

Especies positivas a ITS1

—

() Balaenoptera musculus
() Eschrichtius robustus
:) Mirounga angustirostris
' Physeter macrocephalus

() Zalophus californianus
25.000 4
Batimetria

(msnm)
3,633
-5,485

BE: San Benito

CA: Cantiles

GC: Golfo Central

1S: Los Islotes

LO: Loreto

MA: Los Machos

PA: El Partido

PLM: Puerto Lopez Mateos
RC: Rocas Consag

SJ: San Jorge

SPM: San Pedro Martir
SPN: San Pedro Nolasco

Océano Pacifico

-115[.000

8
£
£
®
O
®
S
£
3
Q

-110.000 25.000

MEXICO

- -110.000

- 30.000

Figura 10. Localizacion de los animales positivos con muestras positivas a ITS1.
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Soplo de E. robustus
Heces de P. macrocephalus
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s1:

(Fwd) ITS1-F: CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTAA = IT81:

(Rvs) ITS2r: GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC (Fwd) ITS1-F: CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A
0 (Rvs) ITS2r: GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC

Hisopado anal de M. angustirostris E

ITS en mamiferos marinos

=]
]
<
=
L
o
]
N

23BEMA15
23BEMA18
23BEMA19

O ms1 ms2

79.16% |-
91.17% (234

20.84%
8.23%

Marcador molecular

Negativas

Piel de . manatus

Muestras

Positivas

ITS2:
(Fwd) ITS3: CAT CGA TGA AGA ACG CAG C
(Rvs) ITS4: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

Figura 11. Geles de electroforesis de algunas muestras de mamiferos marinos. La etiqueta de la muestra
positiva esta resaltada en amarillo. (A) Muestra PMS54 de heces de P. macrocephalus positiva a ITS1. (B)
Muestra ER109 de soplo de E. robustus. Las muestras mBM042b y mBMj pertenecen a mocos de dos individuos
B. musculus, también positivas a ITS1. (C) Muestras 23BEMA18, 23BEMA19 y 23BEMA20 de hisopado anal
de M. angustirostris positivas a ITS1. (D) Muestra TM4 de piel de T. manatus positiva a ITS2. (E) Gréfica de
mosaico del porcentaje de deteccidn de ITS para los dos tipos de cebadores ITS1 e ITS2.

6.2.1 Muestras positivas para ITS1 o ITS2 de lobo marino de California

Se utilizaron 143 muestras de LMC que incluian 128 de hisopado vaginal, 10 de
moco vaginal, 2 biopsias de epitelio vaginal, y 3 de piel correspondientes a 83
individuos. Se obtuvieron 21 muestras positivas a ITS1 (14.7%), correspondientes
a 19 individuos de las colonias reproductivas de los Islotes, Los Machos, El Partido,

Rocas Consag, San Jorge, San Pedro Nolasco, San Pedro Martir y Cantiles
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(Cuadro 8) y ninguna para ITS2 (Fig. 12). Se develé que ITS1 es mas informativo
que ITS2 (prueba de proporciones, p=9.115x10-6).

Cuadro 8. Individuos de LMC positivos a ITS1 y sus variables de estudio.

ID Afio Colonia  Region Grupo OtHV-1! zcPV1? Bethesda
etario
161S03AG 2016 Islotes Sur Adulto P P ND
16MAOQO2AG 2016 Los Machos Media Adulto P P ASC
16MAO4AG 2016 Los Machos Media Adulto P N ASC
16PA01AG 2016 Partido Media Adulto P P N
16RCO1AG 2016 Rocas Norte Adulto P P LSIL
Consag
16RCO3AG 2016 Rocas Norte Adulto P P LSIL
Consag
16SJ03AG 2016 San Jorge Norte Adulto P P ASC
16SJ04AG 2016 San Jorge Norte Adulto P P N
16SJ06AG 2016 San Jorge Norte Adulto P P ND
16SJ07AG 2016 San Jorge Norte Adulto P P ASC
16SJ18CG 2016 San Jorge Norte Cria ND ND ND
16SJ19CG 2016 San Jorge Norte Cria ND ND ND
16SJ20CG 2016 San Jorge Norte Cria ND ND ND
16SNO1AG 2016 San Pedro Central Adulto P N ASC
Nolasco
16SPMO3AG | 2016 San Pedro Central Adulto P N ASC
Martir
20CAO01A 2020 Cantiles Media Adulto N N N
20RCO1A 2020 Rocas Norte Adulto N N N
Consag
20SJO1A 2020 San Jorge Norte Adulto N N ND
20SJ03A 2020 San Jorge Norte Adulto N N N

1 Otarine Herpesvirus-1; ? Zalophus californianus Papillomavirus-1; (P) positivo; (N) negativo; (ND) no
determinado

A MUESTRAS POSITIVAS AITS1 O ITS2

q X
) >

21 de 143 0de114

161S06AG
16RCO1AG
16SJ07AGmoco
16SJ19CG
16SJ20CG
GSEO01A
16SJ06AG
16RC02AG
16SJ07AG
16RCO3AG
16RCO4AG
16SJ11CG
16SJ14CG
16LO02AG

INDIVIDUOS POSITIVOS A

ITS1
’ Negativos (62)

W Positivos (19)

ms1:
(Fwd) ITS1-F: CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A
(Rvs) I752¢; GCT GCG TTCTTC ATC GAT GC

Figura 12. Muestras e individuos de LMC positivos a ITS1. (A) Porcentaje de muestras e individuos positivos a
ITS1 e ITS2. (B) Gel de electroforesis de algunas muestras positivas a ITS1.
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La condicion epitelial no se asocié a la deteccion de la subregion ITS1 en los

individuos muestreados (prueba Chi cuadrada, p=0.08396, Fig. 13).

ASCLSIL N
o
% 61.9%
) (13) 83,30
= (25)

ITS1

Positivos

Clasificacion por sistema Bethesda

Figura 13. ITS1 y transformacion epitelial en LMC. Porcentaje de individuos positivos a ITS1 en relacion a su
diagndstico citologico del epitelio genital. Se excluyeron 30 individuos (seis positivos y 24 negativos) que no
contaban con diagndstico epitelial.

6.2.2 Muestras positivas para ITS1 o ITS2 de ballena azul

Se cont6 con 104 muestras de esta especie (99 de exhalado respiratorio, cuatro de
moco y una de heces), correspondientes a 37 individuos. Ademas, se contd con seis
controles técnicos que incluian agua de mar (tres) y estornudo del operador del dron
(tres) (CADS). Se detectaron 24 de 104 muestras positivas a ITS1 o0 ITS2 (23.08%)
que corresponden a 16 individuos, ademas de dos controles técnicos y uno
ambiental postivos (Cuadro 9), y con una prueba de proporciones se pudo estimar
gue el marcador ITS1 detecté significativamente mas ADN de hongos que el ITS2

(prueba de proporciones, p=0.0069) (Fig. 14).
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Cuadro 9. Individuos de ballena azul positivos a ITS1 0 ITS2 y sus variables de estudio.

ID Muestra Afio Sexo Tipo de ITS ITS \% DPC C CC
muestra 1 2
325 BMO025B 2016 Hembra Exhalado P P 2 2 2 REGULAR
BMO051B 2017 P P 1 1 1 BUENA
329 BMO026 2016 Hembra Exhalado P N 3 2 2 MALA
540 BMO027 2016 No ID Exhalado P N 3 3 3 MALA
012 BMO033 2016 Macho Exhalado P P 2 2 2 REGULAR
900 BMO040B 2016 No ID Exhalado P N ND ND ND DESC.
BMO040C ND P
240 BMO0O41A 2017 Macho Exhalado P N 1 1 1 BUENA
BM041B ND P
304 BMO043C 2017 Hembra Exhalado P N 1 1 1 BUENA
BMO044A N P
144 BMO45A 2017 Macho Exhalado P N 1 1 1 BUENA
BM088 2018 P ND ND ND ND DESC.
049 BMO048B 2017 Hembra Exhalado P P 1 1 1 BUENA
885 BMO055 2017 No ID Exhalado P P 1 1 1 BUENA
480 BMO0O57 2017 Hembra Exhalado P P 2 2 2 REGULAR
523 BM0O42ma 2017 Hembra Moco ND P 1 2 1 BUENA
BM042mc P N
NO ID BMJUVm 2017 No ID Moco P N ND ND ND DESC.
398 BMO085 2018 Hembra Exhalado P ND 1 ND ND DESC.
667 BMO086 2018 Hembra Exhalado P ND 2 1 2 REGULAR
067 BM099 2018 Macho Exhalado P ND ND ND ND DESC.
CADS 2016 Estornudo P P
2017 N N
2018 P ND
MAR 2016 Agua de P P
2017 mar ND N
2018 N ND

ID = nimero de identificacion de la ballena; NO ID = no identificado;

P = positivo; N = negativo;
V = region vertebral; DPC = depresion post craneal; C = region de las costillas; CC = condicién corporal; DESC. =
desconocido;
Evaluacion de la CC: 3 = la regién es muy notoria; 2= la region es visible; 1 = la regién no es visible; ND= no
determinado.

A MUESTRAS POSITIVAS AITS1 O ITS2

34de89

ITS1

1.3%

16de 75

INDIVIDUOS POSITIVOS A ITS1 O ITS2

Negativos (20)

W Positivos (16)

BM048B
BM051B

1ms2:
(Fwd) ITS3: CAT CGA TGA AGA ACG CAG C
{Rvs) IT54: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

BM042ma

Figura 14. Muestras e individuos de BA cuyo exhalado amplificé ITS1 o ITS2. (A) porcentaje de muestras e
individuos positivos a ITS1 e ITS2. (B) gel de electroforesis de algunas muestras positivas para ITS1. (C) Gel

de electroforesis de algunas muestras positivas para ITS2.
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No fue posible observar una asociacion entre el sexo del individuo y la capacidad
de detectar ITS1 o ITS2 mediante PCR (prueba de Fisher, p=0.6687) (Fig. 15A). No
se observaron asociaciones al analizar los resultados por marcador molecular (ITS1,
prueba de Fisher p=1, Fig. 15B; ITS2, prueba de Fisher p=1 Fig. 15C). No se
observaron asociaciones entre la condicion corporal y la deteccibn de ADN de
hongos con ningun marcador (ITS1 o ITS2) (prueba de Fisher p=0.178, Fig. 15D).
Es importante mencionar que para los tres afios de muestreo, un considerable
namero de individuos no contaban con la evaluacion de su condicién corporal (Fig.
15E).
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Figura 15. ITS y su relacion con el sexo y la condicion corporal de la ballena azul.

6.3 Secuenciacion masiva de ITS

6.3.1 Muestras de hisopados genitales de LMC crecidas en medio PDA

La secuenciacion masiva de muestras aisladas en PDA mostrd, en cinco de ellas,

una pureza de entre 90-100%, correspondientes a Alternaria spp., Malassezia spp.,
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Penicillium spp, Symmetrospora spp. y Cladosporium spp. (Fig. 16). El Cuadro 10

resume el nimero de lecturas y ASVs por muestra.

100
2%
S
75 .
© Género
=
I g__ Alternaria
@ g__Cladosporium
14
8 50 a3t e % . o %% g__ Malassezia
g g__Penicillium
g " g__Symmetrospora
= g__Talaromyces
: —
Qo 25
<
0%
0

JBEISP4 23BEIEF

23BE06P 23BEISP 23BEISF

.h Mo}f-o':t‘ibos ‘

Figura 16. Distribucion de abundancias a nivel de género en muestras de hisopado genital de lobo marino de
California aislados en medio PDA. Se seleccionaron los géneros de hongos con abundancia mayor a 10% como
los hongos mas dominantes en los cultivos para identificarlos mediante sus secuencias. La muestra 23BE06
pertenece al género Alternaria mayormente (93%), la muestra 23BE35P1 al género Malassezia (100%);
23BE35P2 Penicilium mayormente (94%); 23BE35P3 a los géneros Malassezia (77%) y Cladosporium (23%);
23BE35P4 contenia secuencias de los géneros Malassezia (25%), Talaromyces (20%) y Cladosporium (14%);
23BE36 al género Symmetrospora (100%), y 23BE39 al género Cladosporium (99%).

Cuadro 10. Resultados de secuenciacién de muestras de hongo aisladas en PDA.

Numero de muestras secuenciadas 7

Numero total de lecturas 268,513

Numero total de ASVs 108

ASVs por muestra Min. =1
Mediana = 24
Media = 28.14
SD = 25.79
Max. =75

6.3.2 Muestras de ADN de mamiferos marinos

La secuenciacién mostrd que, dejando de lado la muestra de ballena gris por ser
so6lo una, las heces de cachalote tuvieron en promedio mas lecturas por muestra. El
Cuadro 11 resume el nUmero de muestras que se secuenciaron por especie, asi

como el niumero de ASVs en total y por especie.
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Cuadro 11. Resultados de secuenciacion de ITS1 de muestras de mamiferos marinos.

Soplos de o ”
B. musculus ° o 3o 2 <3
3 % E 2 % [} E E -g
S Z c 2 S 9 g o c
Una o> © = <5 s 2
= O [%2] L 5 0 =
muestra g0 °35 2> 35 S s
de ADN N @ S » g Ia S ©
a o I 2N
Un soplo | por soplo o< o< . 2w
por B. de B. 3 o o T O
musculus ' musculus
Muestras
secuenciadas 18 28 1 3 2 2 19
Total de
lecturas 665,052 1,094,841 45,297 119,142 86,857 87,151 812,613
Lecturas por
muestra
Mediana  36,982.5 37,978 45,297 40,061 43,4285 43,575.5 44,515
Media 369473 39,101.46 45,297 39,714 43,4285 435755 42,769.11
Singletons 2(0.51%) 6(1.18%) 2(1.91%) 1(0.64%) 1(0.81%) 1 (0.69%) 5 (1.74%)
ASVs 389 510 105 157 124 144 286
ASVs por
muestra
Minimo 48 48 105 93 66 109 14
Mediana 94 94 105 103 73 109.5 47
Media 93.33 90.46 105 102.7 73 109.5 47.21
SD 18.52 21.25 0 9.504 9.9 0.71 20.36
Maximo 126 126 105 112 80 110 81

6.4 Anélisis de fungoma

6.4.1 Abundancia y prevalencia de ASVs en el fungoma en mamiferos
marinos

En general, el fungoma de los mamiferos marinos estuvo sobrerrepresentado por
dos filos principalmente con Ascomycota y Basidiomycota abarcando del 88% al
95% de abundancia relativa, y el filo Mucoromycota entre el 5% y el 12% (Fig. 17).
En todas las muestras analizadas la familia de los Malasseziaceae (Basidiomycota)

fue la mas abundante, llegando a superar el 40% de abundancia en cada especie

analizada
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Figura 17. Gréfico de Krona (www.usegalaxy.org) de la abundancia relativa por filogenia en todas las muestras
de ADN epitelial de mamiferos marinos. (A) Muestras de soplo de ballena azul. (B) Muestra de soplo de ballena
gris. (C) Muestras de hisopados anales y (D) muestras de biopsia de piel de elefante marino del norte. (E)
Muestras de heces de cachalote. (F) Muestras de hisopado genital de lobo marino de California.

Al analizarse por tipo muestra, se observa una dominancia a nivel individual de
Malasseziomycetes (Fig. 18).
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Figura 18. Gréficos de barras de la abundancia relativa por clase de hongo en cada muestra de mamifero
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6.4.2 Fungoma genital central del lobo marino de California con el filtro de
abundancia y prevalencia
La clase Malasseziomycetes fue la mas prevalente y abundante. También destacan
las clases de los Sordariomycetes y los Dothideomycetes. Las clases con menos
abundancia y representacion en las muestras fueron la de los Ustilaginomycetes,
Spizellomycetes y los Arthoniomycetes, como puede observarse en la Fig. 19.
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Figura 19. Grafico de dispersion de ocurrencia y abundancia de ASVs por clase en epitelio vaginal del lobo
marino de California.
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La familia Malasseziaceae fue la mas abundante en general, comprendiendo un
41% de las lecturas. Tras el criterio del 75% de prevalencia y >2% de abundancia
(numero de lecturas) sélo once ASVs logran pasar el filtro como puede observarse
en el Cuadro 12. Eso, en otras palabras, podria indicar que el fungoma central del
epitelio genital lo constituyen los géneros Malassezia, Rhizopus, Cladosporium,

Alternaria, Chateomium, Symmetrospora y Albifimbria.

Cuadro 12. Fungoma genital central del lobo marino de California con criterios de 75% de prevalencia 'y >2%
de abundancia.

ASV Taxonomia Prevalencia Abundancia

ASV1 Malassezia restricta 18 190,396

ASV4 Rhizopus arrhizus 19 82,212

ASV3 Cladosporium basi- 19 54,803
inflatum

ASV5 Malassezia globosa 16 53,129

ASV7 Alternaria spp 16 33,617

ASV9 Chaetomium 19 33,006
pahypocioides

ASV10 Symmetrospora 16 32,387
foliicola

ASV8 Malassezia restricta 14 27,643

ASV16 Rhizopus arrhizus 17 24,388

ASV21 Albifimbria 14 21,603
verrucaria

ASV12 Cladosporium basi- 17 21,141
onflatum

La abundancia esta dada por nimero de lecturas.
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6.4.3 Fungoma central de la ballena azul con el filtro de abundancia y

prevalencia

Las Clases Malasseziomycetes, Dothideomycetes y Sordariomycetes fueron las

gue mas prevalentes y abundantes, y las que menos representacion tuvieron fueron

de la clase Agaricostilbomycetes, Arthoniomycetes, Leotiomycetes, Lobulomycetes,

Pezizomycetes y Ustilaginomycetes (Fig. 20).
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Figura 20. Grafico de dispersion de ocurrencia y abundancia de ASVs por clase en exhalado respiratorio de la

ballena azul.
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La clase Malasseziomycetes fue la mas abundante en general, comprendiendo un
46% de las lecturas, y la clase de los Dothideomycetes fue la segunda mas
abundante, con un 24%. Tras el filtro de prevalencia del 75% y de abundancia
absoluta >2%, quedan 13 ASVs como fungoma central incluyendo los géneros
Malassezia, Cladosporium, Rhizopus, Alternaria, Chateomium, Lectera, Aspergillus,

Debaryomyces y Pleosporaceae, como puede observarse en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Fungoma respiratorio central de la ballena azul con criterios de 75% de prevalencia y >2% de

abundancia.
ASV Taxonomia Prevalencia Abundancia
ASV1 Malassezia restricta 18 154,926
ASV3 Cladosporium basi- 18 48,130
inflatum
ASV4 Rhizopus arrhizus 18 22,581
ASV5 Malassezia globosa 16 23,954
ASV7 Alternaria spp. 17 20,105
ASV9 Chaetomium 17 22,279
pahypocioides
ASV10 Malassezia restricta 16 23,979
ASV11 Lectera spp. 16 32,392
ASV12 Cladosporium basi- 18 21,960
inflatum
ASV13 Malassezia restricta 17 20,855
ASV15 Aspergillus mottae 18 15,291
ASV20 Pleosporaceae 15 15,012
ASV24  Debaryomyces spp. 17 22,464

La abundancia esta dada por nimero de lecturas
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6.5Analisis de redes de co-ocurrencia del fungoma

6.5.1 Red de co-ocurrencia del fungoma genital del lobo marino de California

La red de co-ocurrencia fue poco densa (Fig. 21, Cuadro 14). Los ASVs de mayor
grado (degree), esto es, que funcionan como hubs fueron Colletrotichum spp.,
Malassezia spp. y Cladosporium spp. (Cuadro 15). Los ASVs con mayor indice de
interconectividad, o betweenness, fueron Colletrotichum truncatum, Malassezia

restricta y Candida albicans) (Cuadro 16).
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Figura 21. Red de co-ocurrencia de ASVs en tracto genital del lobo marino de California. Nodos clasificados
por phylum (arriba). Histograma de degree de la red (abajo).

78



Cuadro 14. Caracteristicas topograficas de la red de co-ocurrencia del fungoma genital del lobo marino de

California.

Caracteristicas topograficas de lared Valor
Distribucion del degree Mediana: 4

Min: 1

Max: 15
Diametro 14
Distancia promedio 5.079
Coeficiente de clusterizacion 0.209

Cuadro 15. Los cinco hongos con mayor grado (degree) en la red de co-ocurrencia del fungoma genital del
lobo marino de California.

ASV Degree Taxonomia

ASV67 16 Colletrotichum truncatum
ASV796 15 Malassezia spp.
ASV897 14 Malassezia spp

ASV898 14 Malassezia spp

ASV247 13 Cladosporium spp.

Cuadro 16. Los tres hongos con mayor interconectividad (betweenness) en la red de co-ocurrencia del
fungoma genital del lobo marino de California.

ASV Betweenness Taxonomia

ASV67 3,903.95 Colletrotichum truncatum
ASV13 3,489.46 Malassezia restricta
ASV325 3,243.71 Candida albicans

Con el método de Edge betweenness se identificaron 31 sub-comunidades
conformadas por 9.2 ASVs en promedio (mediana = 6, max = 36). Se ajusté el
tamafio de los nodos dependiendo de su numero de conexiones y se construyé

nuevamente la red (Fig. 22).
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Figura 22. Red de co-ocurrencia y sub-comunidades del fungoma genital del lobo marino de California. El
tamafio del nodo depende de su degree (arriba). Composicion de las sub-comunidades de la red (abajo).
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6.5.2 Red de co-ocurrencia del fungoma respiratorio de la ballena azul

La red de co-ocurrencia, construida a partir de un soplo por individuo, tuvo un

diametro de 19 y un coeficiente de clusterizacion de 0.236 (Fig. 23, Cuadro 17).
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Figura 23. Red de co-ocurrencia de ASVs en exhalado respiratorio de ballena azul. Nodos clasificados por
phylum (arriba). Histograma de degree de la red (abajo).

Cuadro 17. Caracteristicas topograficas de la red de co-ocurrencia del fungoma respiratorio de la ballena

azul.

Caracteristicas topogréficas de lared Valor
Degree distribution Mediana: 6

Min: 1

Max: 18
Diametro 19
Distancia promedio 4.68
Coeficiente de clusterizacion 0.236
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Los hongos con mayor grado fueron Candida zeylanoides, Penicillium terrigenum,
Hortaea spp., Malassezia restricta y Fusarium verticilloides (16) (Cuadro 18). Por
su parte, los hongos con mayor grado de interconectividad fueron de la familia

Coniothyriaceae, Penicillium spp. y Alternaria multirostrata (Cuadro 19).

Cuadro 18. Los cinco hongos con mayor grado (degree) en la red de co-ocurrencia del fungoma respiratorio
de la ballena azul.

ASV Degree Taxonomia

ASV84 18 Candida zeylanoides
ASV118 17 Penicillium terrigenum
ASV192 17 Hortaea spp.

ASV1 16 Malassezia restricta
ASV92 16 Fusarium verticillioides

Cuadro 19. Los tres hongos con mayor interconectividad (betweenness) en la red de co-ocurrencia del
fungoma respiratorio de la ballena azul.

ASV Betweenness Taxonomia

ASV266 7,214.57 Coniothyriaceae
ASV459 6,534.00 Penicillium spp
ASV489 6,188.00 Alternaria multirostrata

Con el método de Edge betweenness se identificaron 52 sub-comunidades
constituidas por 7.481 ASVs en promedio (mediana = 4, max = 155). Se grafico
nuevamente la red ajustando el tamafio de los nodos dependiendo de su nimero

de conexiones (Fig. 24).
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Figura 24. Red de co-ocurrencia y sub-comunidades del fungoma respiratorio de la ballena azul. El tamafio de
nodo depende de su degree (arriba). Composicion de las sub-comunidades de la red (abajo).

6.6 Andlisis de alfa diversidad

En las cinco especies bajo estudio, el ASV1 (Malassezia restricta) fue el mas

abundante (Fig. 25 y Cuadro 20). También destacaron Cladosporium basi-inflatum
y Rhizopus arrhizus.
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Cuadro 20. Los cinco hongos mas abundantes en el fungoma de mamiferos marinos.

Ranking de abundancia

Especie

B. musculus

E. robustus

M. angustirostris
(anal)

M. angustirostris
(piel)

P.
macrocephalus

Z. californianus

Especie

Lecturas

Especie

Lecturas

Especie

Lecturas

Especie

Lecturas

Especie

Lecturas

Especie

Lecturas

10

Malassezia
restricta
(ASV1)

154,926

Malassezia
restricta
(ASV1)

12,530

Malassezia
restricta
(ASV1)

29,052

Malassezia
restricta
(ASV1)

22,993

Malassezia
restricta
(ASV1)

20,195

Malassezia
restricta
(ASV1)

190,396

20

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV3)

48,130

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV3)

3,039

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV3)

12,116

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV3)

7,842

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV3)

7,943
Rhizopus
arrhizus

(ASV4)

82,212

30

Lectera spp.
(ASV11)

32,392

Malassezia
globosa
(ASV5)

2,635

Lectera spp.
(ASV11)

6,532

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV12)

4,199
Lectera spp
(ASV11)
5,624

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV3)

54,803

4°

Malassezia
restricta (ASV10)

23,979

Chaetomium
pachypodioides
(ASV9)

1,858

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV12)

5,631
Rhizopus
arrhizus (ASV4)
4,006
Malassezia
globosa (ASV5)
4,086
Malassezia

globosa (ASV5)

53,129

50

Malassezia
restricta (ASV5)

23,954

Lectera spp
(ASV11)

1,796
Rhizopus
arrhizus (ASV4)
5,481

Cladosporium
basi-inflatum
(ASV11)

3,201

Chaetomium
pachypodioides
(ASV9)

3,675
Alternaria spp

(ASV7)

33,617
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Figura 25. Curvas de Whittaker de mamiferos marinos. (A) Exhalado de ballena azul, (B) exhalado de ballena
gris, (C) heces de elefante marino del Norte, (D) piel de elefante marino del Norte, (E) heces de cachalote, y (F)
hisopado genital de lobo marino de California.

La cantidad de ASVs Unicos por cada especie fue muy heterogénea: para la ballena
azul se detectaron 389 ASVs (Chaol = 389.13), para la ballena gris 105 ASVs
(Chaol = 105.66), para el epitelio rectal y las muestras de piel del elefante marino
del Norte 157 ASVs (Chaol =157.16) y 124 (Chaol = 124.1), respectivamente, para
el cachalote 144 ASVs (Chaol = 144.25), y para el lobo marino de California 286
(Chaol = 287.56).

Las curvas de rarefaccion del LMC y la BA, los organismos modelo principales, no
alcanzaron la meseta, lo que podria indicar que el tamafio de muestra del lobo
marino de California, 19, y el de ballena azul, 16, podria no ser suficiente para

describir completamente sus fungomas (Fig. 26).
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Figura 26. Curva de rarefaccién de ballena azul (azul) y lobo marino de California (rojo).

Respecto a los indices de diversidad alfa, de todos los organismos modelo (Cuadro
30), solo en riqueza existieron diferencias significativas (ANOVA, p=2.979x10®). La
riqgueza promedio mas alta se encontrd en las heces de cachalote (109.5) y la mas
baja en el hisopado genital de LMC (47.21) (Fig. 21). El indice de Pielou promedio
(Shannon normalizado) més alto lo tuvieron el hisopado genital de LMC y la biopsia
de piel de elefante marino del norte (0.71), y el indice de Simpson mas alto lo

tuvieron las muestras fecales de cachalote.

Cuadro 21. Promedio de los indices de diversidad alfa en los mamiferos marinos analizados.

Especie N Rigueza Shannon Pielou Simpson

mn X max sd [min X max sd|min X max sd |min X max sd

B. musculus 18| 48 933 126 185| 24 31 33 02|06 07 07 002]08 09 09 0.03
E. robustus 11105 105.0 105 0f32 32 32 0|07 07 07 0| 09 09 09 0
M. angustirostris 3| 93 102.7 112 95|32 32 32 0|07 07 07 00109 09 09 o0.01

M. angustirostris 2| 66 73.0 80 99|29 30 32 02|07 07 07 006]09 09 09 0.02
P.

macrocephalus 21109 109.5 110 07132 33 33 0|07 07 0.7 0] 09 09 09 0
Z. californianus 19| 14 472 81 204) 21 27 32 04] 06 07 08 005|] 08 09 0.9 0.04
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Figura 27. indices de diversidad alfa de la ballena azul (B. musculus), ballena gris (E. robustus), hisopado anal
y piel de elefante marino del Norte (M. angustirostris), cachalote (P. macrocephalus) y lobo marino de California
(Z. californianus).

6.6.1 Alfa diversidad del fungoma genital de lobo marino de California

De todas las muestras de LMC se identificaron 286 ASVs. Al examinar por cada
muestra, la que menor riqueza tuvo, 14, corresponde al individuo 161SO3AG, de Los
Islotes. Por el contrario, la muestra con mayor riqueza, 81, corresponde a la muestra
16SJ0O7AG, de la isla San Jorge (Fig. 28).
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Figura 28. Riqueza de hongos por muestra de hisopado genital de lobo marino de California.

Se estim0 que el indice de Shannon en conjunto fue de 3.33 y el de Pielou (Shannon
normalizado) de 0.59. El indice de Simpson calculado fue de 0.92. El siguiente
grafico muestra la riqueza, el indice de Shannon y el de Simpson por muestra. El
indice de Shannon mas bajo lo tuvo la muestra 16PA01AG2 y el mas alto

20RCO01AL1. El indice de Simpson mas bajo fue de 16PA01AG2 y el mas alto de
20RCO01A1 (Fig. 29).
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Figura 29. indices de diversidad alfa del fungoma en las muestras genitales de lobo marino de California por
region ecologica.
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Se realizaron pruebas ANOVA, T de Student y de Wilcoxon para estimar diferencias
entre los indices de diversidad alfa dependiendo de las variables fisiolégicas y
ecologicas usadas en este estudio para LMC. No hubo diferencias significativas

entre ninguna variable (p > 0.05) (Fig. 30).
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Figura 30. indices de diversidad alfa de hongos en el epitelio genital del lobo marino de California y sus variables
eco-fisiologicas. Condicion epitelial (se excluyeron los NA): prueba t de Student para Riqueza p=0.49, Shannon
p=0.46, Simpson p=0.62. Region ecoldgica: ANOVA para Riqueza p=0.12, Shannon p=0.17, Simpson p=0.63.
Herpesvirus (OtHV1, se excluyeron los NA): prueba t de Student para Rigueza p=0.39, Shannon p=0.477,
Simpson p=0.61. Papilomavirus (zcPV-1, se excluyeron NA): prueba t de Student para Riqueza p=0.63,
Shannon p=0.91, Simpson p=0.84. Grupo etario: prueba de Wilcoxon para Riqueza p=0.34, Shannon p=0.95,
Simpson p=0.95. N = negativo; P = positivo.
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6.6.2 Alfa diversidad del fungoma respiratorio de la ballena azul

Las muestras de BA albergaron 389 ASVs diferentes. La muestra con menor riqueza
corresponde a una ballena juvenil sin registro (BMJUVm) en la cual se obtuvo
informacion de 48 ASVs. Mientras que las muestras con mayor riqueza
corresponden a BM043A (hembra, Niumero de identificacion 304, buena condicién
corporal) y BM057 (hembra, niumero de identificacion 480, condiciébn corporal
regular), con 126 ASVs cada una (Fig. 31).

100~
0- I

BMO25B BM026 BMO027 BMD33 BMO40A BMO41ABMO42ma BMD42A BMD4SB BMO4SE BMOSTE BMOSS BMOS7 BM0O85 BMOB6 BMOS9 BMO99 BMJUVM CAD18 CAD18 SEA16
Muestra

Riqueza

Figura 31. Riqueza de hongos por muestra de exhalado respiratorio de ballena azul.
El indice de Shannon de todo el set de datos (sin los controles técnicos) fue de 3.49
y el de Pielou de 0.58. El indice de Simpson fue de 0.92. La muestra que tuvo los
indices de Shannon, Pielou y Simpson mas altos fue BM041A (macho, nimero de
identificacion 240, buena condicion corporal) con 3.31, 0.72 y 0.93,
respectivamente, mientras que los mas bajos fueron de BMJUVm con 2.38, 0.62 y

0.81, respectivamente (Fig. 32).
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Figura 32. indices de diversidad alfa del fungoma por muestra de exhalado respiratorio de ballena azul por

condicion corporal.

No se identificaron diferencias significativas en los valores de alfa diversidad entre
condicion corporal (ANOVA, p>0.05) y sexo (Wilcoxon, p>0.05) (Fig. 33).
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Figura 33. indices de diversidad alfa del fungoma de exhalado respiratorio de ballena azul por condicién corporal
y sexo. Condicion corporal: ANOVA para Riqueza p=0.76, Shannon p=0.77, Simpson p=0.461. Sexo: prueba
de Wilcoxon para Riqueza p=0.94, Shannon p=0.105, Simpson p=0.105. H = Hembra; M = Macho

6.7 Andlisis de beta diversidad

Se realizaron heatmaps a partir de matrices de distancias UniFrac, UniFrac

ponderada, Bray-Curtis y Jaccard para observar las muestras mas diferentes en su

fungoma (Fig. 34).
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Figura 34. Heatmaps de los indices de diversidad beta de muestras de ADN de mamiferos marinos. (A) UniFrac,
(B) UniFrac ponderada, (C) Bray-Curtis y (D) Jaccard, por muestra de todos los mamiferos marinos analizados.
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Se observaron diferencias significativas en diversidad de las especies estudiadas
con analisis PERMANOVA con las distancias UniFrac (p=0.001, Fig. 35A), Bray-
Curtis (p=0.008, Fig. 35C) y Jaccard (p=0.001, Fig. 35D), pero no en el caso de la
distancia UniFrac ponderada (p=0.07, Fig. 35B).
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Figura 35. Analisis de Principales Coordenadas de beta diversidad del fungoma de mamiferos marinos.
Distancias (A) UniFrac, (B) UniFrac ponderada, (C) Bray-Curtis, y (D) Jaccard.

Las muestras de soplos de BA tuvieron 346 ASVs Unicos, las de LMC 149, las
muestras de elefante marino del norte (hisopado anal y piel) tuvieron 46 ASVs
anicos, las de cachalote 20 y la de ballena gris 14. En total, todos los mamiferos
compartieron 72 ASVs (9% del total, Fig. 36).
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Figura 36. Diagrama de Venn con ASVs del fungoma de las especies de mamiferos marinos estudiadas.

En las muestras de hisopado anal y biopsia de piel de elefante marino del Norte, se
observo que la muestra 22BMAO01S, de piel, es la mas diferente a las demas (Fig.
37). No obstante, no se detectaron diferencias significativas entre los dos epitelios
con ninguna métrica de disimilitud (PERMANOVA, p>0.05).
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Figura 37. Heatmaps de los indices de diversidad beta por muestra de elefante marino del Norte. Distancias
(A) UniFrac, (B) UniFrac ponderada, (C) Bray-Curtis y (D) Jaccard.

La distancia entre las dos muestras fecales de cachalote fue UniFrac = 0.25,
UniFrac ponderada = 0.05, Bray-Curtis 0.09, y Jaccard = 0.17, aunque no hubo
significacion estadistica.
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6.7.1 Andlisis de beta diversidad en lobo marino de California

La beta diversidad por muestra se puede observar graficamente en la Fig. 38.
Usando la disimilitud UniFrac, se observé una mayor heterogenicidad (Fig. 38A).
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Figura 38. Heatmaps de los indices de diversidad beta del fungoma genital del lobo marino de California.
Distancias (A) UniFrac, (B) UniFrac ponderada, (C) Bray-Curtis y (D) Jaccard.

El analisis PERMANOVA entre las variables y covariables mostré diferencias
significativas con la medida UniFrac cuando fue comparado entre regiones
ecologicas (p=0.035). EI Cuadro 22 resume el valor p de las comparaciones de
cada variable estudiada. La Fig. 39 muestra el PCoA de la distancia UniFrac por

regiones ecolodgicas.
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Cuadro 22. Valor p de test PERMANOVA entre los indices de diversidad beta y las variables de estudio del
lobo marino de California.

Variable UniFrac UniFrac Bray-Curtis  Jaccard
ponderada

Cambios 0.841 0.971 0.996 1
epiteliales

Region ecoldgica 0.035 0.089 0.261 0.261
OtHV-1 0.660 0.565 0.936 0.962
zcPV-1 0.766 0.423 0.191 0.242
Grupo etario 0.548 0.930 0.803 0.575

NOTA: resaltado en negritas donde se obtuvo un valor <0.05
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Figura 39. Analisis de Principales Coordenadas de beta diversidad del fungoma genital de lobo marino de
California con distancia UniFrac por region ecoldgica.
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La mitad de los ASVs de la region del norte fueron Unicos para esta region, y solo
el 4% estuvo presente en todas las regiones (Fig. 40).
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Figura 40. Diagrama de Venn con ASVs de hongos del epitelio genital de lobo marino de California por region
ecologica.

6.7.2 Andlisis de beta diversidad en ballena azul

Las muestras BMJUVm, correspondiente a un individuo que no pudo ser
identificado, BM099 (ID 067, macho, sin condicion corporal) y BM040A (ID 900, no
sexado, sin condicién corporal), son las que mas disimilitud tienen con respecto al
resto usando las distancias UniFrac, UniFrac ponderada, Bray-Curtis y Jaccard (Fig.
41).
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Figura 41. Heatmaps de los indices de diversidad beta del fungoma respiratorio de la ballena azul. Distancias
(A) UniFrac, (B) UniFrac ponderada, (C) Bray-Curtis y (D) Jaccard.

Se observaron diferencias significativas entre sexos con una distancia UniFrac
ponderada (PERMANOVA, p=0.025). Mientras que con las distancias de Bray-
Curtis y Jaccard se obtuvieron valores p = 0.05. El Cuadro 23 resume los valores p
del analisis PERMANOVA entre las variables de sexo y condicién corporal, con las
distancias. Ademas se realiz6 un PCoA con las distancias para las que hubo
diferencia significativa (PERMANOVA, p<0.05, Fig. 42A) y para las que p=0.05 (Fig.
42B, 42C).

Cuadro 23. Valor p de test PERMANOVA entre los indices de diversidad beta y la condicién corporal y sexo
de la ballena azul.

Variable UniFrac UniFrac Bray-Curtis  Jaccard
ponderada

Condicién 0.478 0.157 0.053 0.059

corporal

Sexo 0.179 0.025 0.087 0.117

NOTA: Se resalta en negritas donde se obtuvo un valor <0.05
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Figura 42. Analisis de Principales Coordenadas de diversidad beta del fungoma respiratorio de la ballena azul.
Distancias (A) UniFrac ponderada por sexo, (B) Bray-Curtis por condicién corporal, y (C) Jaccard por condicion
corporal.

Las ballenas con baja condicion corporal tuvieron 19 ASVs Unicos y las que tenian
buena condicién corporal tuvieron 87. Hubo mas ASVs compartidos entre ballenas
con condicion buena y regular que entre éstas y mala condicion corporal. Ademas,
los ASVs de los érdenes Hypocreales fam incertae sedis, Rhizophydiales y de las
familias Sistotremastraceae, Trichosporonaceae y Trichomeriaceae estuvieron
presentes en las ballenas con buena condicidén corporal, pero no en las que tenian

mala condicion corporal.
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En cuanto al sexo, los machos tuvieron 70 ASVs (nicos y las hembras 136.

Tomando en cuenta ambos sexos se observaron 148 ASVs (42% del total) (Fig. 43).
Sexo Condicion corporal

Buena Regular

Namero
de ASVs

Namero
de ASVs

Machos
80

130
60

40

Hembras 20

Mala

Figura 43. Diagrama de Venn con ASVs de hongos de exhalados respiratorios de ballenas azules. Por sexo (A)
y por condicion corporal (B).

Dos individuos de BA tuvieron dos muestras en diferentes afios. La hembra con el
ID325, tuvo dos muestras en 2016 (BM025B y BM034, condicion corporal regular)
y tres en 2017 (BMO50A, BM050B, BM051B, condicién corporal buena); y el macho
con el ID144 tuvo muestra en 2017 (BM045A, condicion corporal buena) y cinco en
2018 (BM088, BM089, BM090, BM095 y BM096, condicién corporal desconocida).

La ballena 325 tuvo, en 2016, 31 (19%) ASVs que no tuvo en 2017,y en 2017 tuvo
53 (32%) nuevos ASVs. La ballena 144, en 2017, tuvo 18 (8%) ASVs que no estaban
en 2018 y en 2018 afio tuvo 125 (54%) nuevos ASVs (Fig. 44). Se evaluo la
diferencia entre afios de cada uno con las cuatro medidas de distancia (UniFrac,
UniFrac ponderada, Bray-Curtis y Jaccard), pero en ningun caso las diferencias en
su beta diversidad fueron significativas (PERMANOVA, p>0.05).
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Figura 44. Diagrama de Venn con ASVs de hongos de exhalados respiratorios de mismos individuos de ballenas
azules en diferentes afios. (A) Ballena 144 en 2017 y 2018. (B) Ballena 325 en 2016 y 2017.

6.8 Abundancia diferencial de hongos en lobo marino de California

Los ASVs del phylum Ascomycota encontradas en las muestras de epitelio genital
del LMC tuvieron abundancias diferentes respecto a las regiones del Golfo en las
que se encuentra su hospedero (Fig. 45A, 45B ANOVA, p= 1.47x107),
especificamente las familias Cladosporiaceae (clase Dothideomycetes, Kruskal-
Wallis p=0.005, Fig. 45C), Aspergillaceae (clase Eurotiomycetes, ANOVA p=0.026,
Fig. 45D) y la familia de los Hypocreales (clase Sordariomycetes, ANOVA p=0.0004,
Fig. 45E). Del phylum Basidiomycota so6lo hubo diferencias en la clase
Tremellomycetes (ANOVA, p=0.042, Fig. 45F). El Anexo 2 resume las abundancias

de los ASV por familia entre las cuatro regiones estudiadas.
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Figura 45. Distribuciéon y abundancia de ASVs en el epitelio genital del lobo marino de California. (A) y (B)
Ascomycota, (C) Cladosporiaceae, (D) Aspergillaceae, (E) Hypocreales, (F) Tremellomycetes.

Por grupo etario se encontraron diferencias entre las abundancias de los ASVs de
Ascomycetos, habiendo ASVs con mayor abundancia en adultos que en crias (t de
Student, p=0.002, Fig. 46A). De éstos ASVs, la abundancia de los que pertenecen
a la clase de los Dothideomycetes fue mayor en las hembras adultas que en crias
(Wilcoxon, p=0.001, Fig. 46B). Los ASV Tremellomycetes tuvieron mayor
abundancia en lobos que presentaban cambios epiteliales, (ASC o LSIL), respecto
a los que no tenian ningun tipo de anormalidad epitelial (Student, p=0.016, Fig.
46C). La razdn Basidiomycota:Ascomycota no varié de acuerdo con la condicién

epitelial genital del LMC (t de Student, p=0.855, Fig. 46D).
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6.9 Abundancia diferencial de hongos en ballena azul

El Anexo 3 resume las abundancias de los ASVs por condicion corporal, y el Anexo
4 por condicion corporal y sexo de la ballena azul. El siguiente grafico resume las
abundancias de los ASVs dependiendo de la condicion corporal y el sexo de las BA.
Se observd una diferencia en la abundancia de los ASV de la clase
Saccharomycetes entre machos y hembras, siendo mayor en los machos (Prueba
T de Student, p=0.0213) (Fig. 47).

Saccharomycetes
Prueba T de Student, p=0.021
— *
-
I
I
I
— _— I
S" e i l
= : |
: : -
=] ' i
m 1
E ]
—_
o S 7
9 :
% I
ke] Q- T :
C : —_—
2 i
< :
q- 7 1
——
[To L ]
' T I
Hembras Machos

Figura 47. Abundancia diferencial de ASV Saccharomycetes de acuerdo con el sexo de ballenas azules.

6.10 Anédlisis de co-ocurrencia de fungoma vy bacterioma

6.10.1 Fungoma y bacterioma en el tracto genital del lobo marino de California

Se compilaron los datos del bacterioma genital de 23 LMC de 2016 (Pereira-Aguilar
et al. 2023) y se juntaron con los datos del fungoma genital de las hembras adultas
de 2016 de esta tesis. Solamente cinco individuos tuvieron muestras que
amplificaron tanto para el gen 16S (bacterias) como para el gen ITS1 (hongos) como

se puede observar en el Cuadro 24.
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Cuadro 24. Muestras de hisopado genital de lobo marino de California para las que se cont6 con informacion
del bacterioma y fungoma.
Bacterioma Fungoma Bethesda OtHV- ZcPV1
1

16CAOQ01AG ASC N P
16CA02AG ASC N N
16GR0O2AG N N P
16GRO3AG LSIL N N
161S01AG N P P
161S03AG ND P P

161S05AG N N P
16LO03AG ASC P N
16MAO1AG N P P
16MAO02AG 16MAO02AG ASC P P
16MAO4AG ASC P N

16MAO5AG N P N
16PA01AG N P P

16RA01AG N P N
16RA03AG ASC-US P P
16RCO1AG 16RCO1AG LSIL P P
16RC02AG LSIL E P P
16RCO3AG LSIL P P

16SE02AG ASC P P
16SEQ3AG N P N
16SJ01AG LSIL P N
16SJ02AG N P P
16SJ03AG ASC P P

16SJ04AG N P P

16SJ06AG ND P P

16SJ07AG 16SJ07AG ASC P P
16SNO1AG 16SNO1AG ASC P N
16SNO2AG ASC P P
16SPMO02AG LSIL P N
P N

16SPMO3AG 16SPMO3AG ASC

Todas las muestras de epitelio genital de hembras de LMC de las que pudo
amplificarse ADN de bacterias y de hongos tenian diagnéstico de ASC o LSIL, sin
embargo, no se encontré asociacion entre el diagnostico epitelial y si fueron

positivas a ADN de bacterias u hongos (Test de Fischer, p=0.1282).

La matriz de adyacencia ponderada mostré en general baja co-ocurrencia entre los
dos dominios, con las familias Malasseziaceae, Cryptococcaceae Yy
Cladosporiaceae las que mas co-ocurrencia tienen con bacterias de las familias
Rhodobacteriaceae, Leptotrichiaceae, Corynnebacteriaceae, entre otros, como se
observa en el Cuadro 25, que resume las 15 asociaciones mas fuertes de co-

ocurrencia entre familias de hongos con familias de bacterias.
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Cuadro 25. Familias de hongos con mayor co-ocurrencia con familias de bacterias en el epitelio genital del
lobo marino de California.

Familia de hongos Familia de bacterias Asociacion
Malasseziaceae Leptotrichiaceae 3.267
Malasseziaceae Rhodobacteriaceae 2.785
Cryptococcaceae Peptostreptococcales- 2.371
Tissierellales
Stachybotryaceae Peptostreptococcales- 2.194
Tissierellales
Cryptococcaceae Corynebacteriaceae 1.799
Cryptococcaceae Peptostreptococcaceae 1.791
Cladosporiaceae Unclassified 1.708
Cladosporiaceae Rhodobacteriaceae 1.683
Stachybotryaceae Unclassified 1.647
Aspergillaceae Ruminococcaceae 1.581
Malasseziaceae Lachnospiraceae 1.578
Aspergillaceae Lachnospiraceae 1571
Cladosporiaceae Xenococcaceae 1.431
Cladosporiaceae Fusobacteriaceae 1.424
Malasseziaceae Unclassified 1.383
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De manera general, la coocurrencia de familias de hongos y bacterias fue baja (Fig
48).
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Figura 48. Heatmap de correlacion de familias de hongos y familias de bacterias del tracto genital del lobo
marino de California.
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La red de co-ocurrencia hongo-bacteria identific6 27 comunidades en total y se
puede observar que tanto hongos como bacterias tienden a agruparse mas entre su
propio dominio. De estas, la comunidad con mas ASVs en el LMC fue la comunidad
4 con 655 (96.89%) ASVs de bacterias y 21 (3.11%) ASVs de hongos; seguida de
la comunidad 1 con 34 ASVs (12.59%) de bacterias y 236 (87.41%) de hongos. De
las 27 comunidades de co-ocurrencia, solo seis estaban constituidas por bacterias
y hongos, y en todas, a excepcion de la comunidad 1, con una mayoria de bacterias
(Fig. 49). A pesar de ello, la interconectividad mejoro ligeramente al incluir bacterias
y hongos. El Cuadro 26 describe las propiedades topograficas de la red de co-

ocurrencia de bacterias y hongos.
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Figura 49. Red de co-ocurrencia de bacterias y hongos de epitelio genital de lobo marino de California. (A)
agrupado por comunidades. (B) Histograma de distribucion de degree de la red del lobo marino de California.
(C) Composicién de las comunidades de la red.

Cuadro 26. Caracteristicas topogréficas de la red de co-ocurrencia de hongos y bacterias del epitelio genital
del lobo marino de California.

Caracteristicas topograficas de lared Valor
Degree distribution Mediana: 15
Media: 16.95
Min: 1
Max: 144
Diametro 9
Distancia promedio 3.877905
Coeficiente de clusterizacion 0.4207669
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6.10.2 Fungoma y bacterioma en exhalado respiratorio de la ballena azul

Se compilaron los datos del bacterioma respiratorio de 15 soplos de BA
(Dominguez-Sanchez 2020) y se juntaron con los datos del fungoma respiratorio de
esta tesis, pero solo aquellas muestras que fueron examinadas para 16S (bacterias)
e ITS1 o ITS2 (hongos). Ocho individuos tuvieron muestras que amplificaron tanto

para el gen 16S como para el gen ITS1 como se puede observar en el Cuadro 27.

Cuadro 27. Muestras de exhalado respiratorio de ballena azul para las que se conté con informacion del
bacterioma y fungoma.

Bacterioma  Fungoma Afio ID de la Sexo CcC
ballena
BM014 2016 132 Hembra DESC.
BM025B 2016 325 Hembra REGULAR
BMO026 2016 329 Hembra MALA
BMO027 2016 540 Hembra MALA
BMO033 2016 12 Macho REGULAR
BMO034 2016 325 Hembra REGULAR
BMO037 2016 819 NA DESC.
BMO040 BMO40A 2016 900 NA DESC.
BM041 BMO41A 2017 240 Macho BUENA
BMO042 2017 523 Hembra BUENA
BM043 BMO43A 2017 304 Hembra BUENA
BMO044 BMO44A 2017 304 Hembra BUENA
BMO045 BM045B 2017 144 Macho REGULAR
BMO048B 2017 49 Hembra BUENA
BMO050 BMO50A 2017 325 Hembra BUENA
BMO051 BMO051B 2017 325 Hembra BUENA
BM052 2017 366 Hembra DESC.
BMO054 2017 885 NA BUENA
BMO055 2017 885 NA BUENA
BMO056 2017 885 NA BUENA
BMO057 BMO057 2017 480 Hembra REGULAR
BMO059 2017 NA NA DESC.

Ni el sexo ni la condicion corporal parecieron influir en que fueran detectables tanto
hongos como bacterias en las mismas muestras (Test de Fisher, p=0.374 y p=0.784,

respectivamente).

El Cuadro 28 resume las 15 asociaciones mas altas de co-ocurrencia entre familias
de hongos con familias de bacterias. Destaca la familia Cladosporiaceae con mayor

correlacion con bacterias.
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Cuadro 28. Familias de hongos con mayor co-ocurrencia con familias de bacterias en las muestras de
exhalado respitarorio de ballena azul.

Pocas familias de hongos y bacterias co-ocurrieron en el soplo de la ballena azul

(Fig. 50).

Familia de Familia de bacterias Asociacién
hongos

Cladosporiaceae Lachnospiraceae 12.009
Cladosporiaceae Moraxellaceae 9.423
Cladosporiaceae Unclassified 4.803
Cladosporiaceae Oscillospiraceae 4,786
Cladosporiaceae Pasteurellaceae 4.118
Pleosporaceae Lachnospiraceae 3.666
Cladosporiaceae Veillonellaceae 3.591
Cladosporiaceae Ruminococcaceae 3.476
Cladosporiaceae Pseudomonaceae 3.354
Malasseziaceae Flaviobacteriaceae 3.255
Cladosporiaceae Comamonadaceae 3.093
Pleosporaceae Moraxellaceae 2.920
Malasseziaceae Cardiobacteriaceae 2.795
Cladosporiaceae Christensenellaceae 2.735
Cladosporiaceae Prevotellaceae 2.734
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Figura 50. Heatmap de correlacion de familias de hongos y familias de bacterias de exhalado respiratorio de
ballena azul.
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Con la red de co-ocurrencia se identificaron 24 comunidades. La mayoria de las
comunidades constituidas por hongos y bacterias. La comunidad con mas ASVs en
la BA fue la comunidad 2, con 130 (43.04%) ASVs de bacterias y 172 (56.95%)
ASVs de hongos; seguido de la comunidad 15, con 296 (98.34%) ASVs de bacterias
y 5 ASVS (1.66%) de hongos; y la comunidad 1, con 24 (11.21%) ASVs de bacterias
y 190 (88.78%) ASVs de hongos. De las 24 comunidades, solo tres estuvieron
constituidas Unicamente por bacterias y so6lo la comunidad 2 tuvo estuvo constituida
casi en partes iguales por ambos dominios (Fig. 51). Las caracteristicas

topogréficas de la nueva red se resumen en el Cuadro 29.

Cuadro 29. Caracteristicas topogréficas de la red de co-ocurrencia de hongos y bacterias del exhalado
respiratorio de ballena azul.

Caracteristicas topogréficas de lared Valor
Degree distribution Mediana: 12
Media: 13.06
Min: 1
Max: 334
Didmetro 9
Distancia promedio 3.692032
Coeficiente de clusterizacion 0.0916
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Figura 51. Red de co-ocurrencia de bacterias y hongos del exhalado respiratorio de la ballena azul. (A)
agrupado por comunidades. (B) Histograma de distribucién de degree de la red de la ballena azul (C)
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7. DISCUSION

7.1Estandarizaciéon de protocolo de PCR

Dado que la técnica de PCR es usada para realizar miles de copias de un gen de
interés (amplificar), y tiene aplicaciones diagnosticas (Khera et al. 2023), en esta
tesis se utilizé para investigar la presencia de hongos en las muestras y caracterizar
el fungoma. Si bien, en este trabajo se usaron extractos de ADN que ya se
encontraban disponibles para su uso, antes fue necesario realizar una serie de
experimentos iniciales para encontrar, incluso, la concentracion de ADN minima que
pueda ser detectada mediante PCR, que, si bien es una técnica sensible, tiene un
limite de deteccion.

7.1.1 Concentracion minima detectable

Tras diluir el ADN purificado de Sclerotinia sp. se identificé que es necesario que la
muestra a analizar tenga por lo menos 0.003 ng/pL de ADN de hongos de buena
calidad para que pueda ser detectado con los cebadores para ITS1 (ITS1-F e ITS2r)
e ITS2 (ITS3 e ITS4). En diluciones mayores, aunque tedricamente cuenten con
moléculas de ADN todavia, son indetectables tras la visualizaciéon en gel de

electroforesis al 1% tenidas con bromuro de etidio.

Esta informacion es importante tenerla en cuenta antes de efectuar el resto de las
reacciones ya que, tratandose de estudios del microbioma, el ADN de hongos puede
ser muy escaso, incluso menor al 0.1% del total de ADN (Halwachs et al. 2017). Por
ello es importante tener presente que una reaccion de PCR negativa no es criterio
por si solo para asumir completa ausencia del segmento de interés (Khera et al.
2012).

La cantidad de ADN de hongos puede verse influenciada por varios factores: en
primer lugar, si el hongo es metabdlicamente activo en el tejido muestreado, es de
esperarse una mayor cantidad de ADN que si se tratase de una célula muerta o de
un hongo que de manera circunstancial estuvo presente en la muestra, pero no
coloniza el epitelio normalmente (Nash et al. 2019). En segundo lugar, existen

condiciones fisiolégicas o fisiopatolégicas que puedan favorecer o limitar la
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colonizacion de hongos, y con ello intervenir en la cantidad de ADN que pueda ser
extraido (Frau et al. 2019). Por ejemplo, Candida spp. puede aumentar su
abundancia en el epitelio vaginal durante el estro o en procesos inflamatorios como
la enfermedad inflamatoria intestinal (Tizard 1995, Lai et al. 2018). Y, por ultimo,
debido a su rigida pared celular, los protocolos de extraccion de ADN usados para
bacterias pueden no ser los mas efectivos para obtener suficiente material genético

fungico para las PCR (Frau et al. 2019).

7.1.2 Medios selectivos para hongos: agar papa dextrosa (PDA)

Es importante mencionar que una gran parte del fungoma esta representada por
especies no cultivables lo que hace que este método no nos permita describir
ampliamente las especies de hongos (Underhill e lliev 2014, Lavrinienko et al. 2021),
sin embargo, si provee de informacion como su apariencia macroscopica y
microscopica (Arenas 2008). Ademas, dadas las condiciones de muestreo y que se
trabaja con animales de vida libre, el transporte de las placas a condiciones de
laboratorio dificulta su procesamiento. De las 10 placas en las que se sembraron
hisopados en el medio selectivo de hongos (PDA), s6lo hubo crecimiento en cuatro
de ellas. Por el contrario, en el medio agar-chocolate, selectivo para bacterias, hubo

crecimiento en todas.

Esta aproximacion se realiz6 con la intencion de evaluar si los métodos de
extraccién de ADN con los que se trabajaron las muestras de los mamiferos marinos
evaluadas en esta tesis, como el protocolo de fenol:.cloroformo:isoamil, son
suficientes para tener buena calidad y altas concentraciones de ADN fungico para
ser amplificados mediante PCR.

7.1.2.1 Identificacién de los hongos de hisopados genitales de lobo marino
de California aislados en PDA
La morfologia macroscépica (coloracién marrén o anaranjado) y microscopica (hifas
tabicadas y cuerpo fructifero en forma de racimo) de la muestra 23BEO6 la hace
compatible con los géneros Stemphylium sp. (Ascomycota) (Hong et al. 2012,
Elkhateeb y Daba 2021) y Alternaria sp. (Ascomycota) (Li et al. 2023). Tras la

secuenciacion de ITS1, se develd, con un 93% de pureza, que la cepa aislada se
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trataba, efectivamente, del género Alternaria. Este hongo ya ha sido reportado en el
tracto gastrointestinal en humanos, y se observa un aumento en su abundancia en
pacientes con colitis ulcerativa (Li et al. 2023), y con neuropatias como enfermedad
de Alzheimer (Tiew et al. 2020). Por otra parte, se conocen las propiedades
inmunomoduladoras, antitumorales, antibacterianas e incluso antifiingicas de sus
metabolitos secundarios, aunque aun falta mucho por conocer sobre dichos

biocompuestos (Zhao et al. 2022).

La caja Petri méas dificil de aislar y caracterizar fue la que pertenecia al individuo
23BE35. Tras observar sus morfologias macro- y microscopicas, con abundantes
esporas, se pensod que se trataban de hongos de los géneros Penicillium spp. y
Talaromyces spp. El primero ha sido descrito en ambientes costeros (Park et al.
2019), como comensal del tracto gastrointestinal en humanos (Strati et al. 2016) y
comensal en cavidad oral de mamiferos (Lai et al. 2018), por lo que no seria extrafio
considerarlo un componente del fungoma genital del LMC. Talaromyces spp., por
su parte, antes de 2012 se pensaba que se trataba de una forma sexuada de
Penicillium por sus caracteristicas morfolégicas y metabdlicas similares, sin
embargo, recientemente se han dividido en dos clados diferentes (Yilmaz et al.
2014). Su papel funcional en el microbioma no se ha estudiado a profundidad, pero
existen reportes de que en pacientes humanos un aumento en su abundancia en el

intestino esta vinculado a enfermedad hepatica (Wang et al. 2023).

Tras la secuenciacién de los morfotipos aislados de la muestra 23BE35, los géneros
de hongo identificados con ITS1 fueron Malassezia, Penicillium, Cladosporium y
Talaromyces. Malassezia es un género de levaduras comensal en uniones
mucocutaneas, lo que explicaria su presencia en los hisopados genitales (Guillot et
al. 1998). Cladosporium, por su parte, tiene caracteristicas halotolerantes, por lo
gue no es de extrafarse que pueda encontrarse en ambientes marinos costeros
(Lee et al. 2023). Particularmente, Penicillium y Talaromyces, han pasado por varias
re-clasificaciones taxondémicas dado que cada vez que se estudian a partir de
sustratos especificos como heces de herbivoros o playas se describan nuevas

especies 0 metabolitos (Park et al. 2019, Guevara-Suarez et al. 2020). Debido a
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esto, es posible que muchos aspectos de su ecologia in situ (como asociaciones
con otros hongos) puede que aun no se hayan descrito en otros nichos ecologicos,

como el tracto genital del LMC analizado en esta tesis.

La muestra aislada del individuo 23BE36 desde su apariencia macroscopica,
mucoide y rosa brillante, hasta su apariencia microscépica, con pseudohifas, indico
que se trataba de una levadura. Debido a esto, en un principio se penso que se
trataba de Rhodotorula mucilaginosa, ya que esta levadura ha sido aislada de tracto
genital de manaties en cautiverio (Sidrim et al. 2015), pero también fue detectada
en un caso de dermatitis en lobo marino del sur (Otaria flavescens, Alvarez-Pérez
et al. 2010), lo que evidencia que es halotolerante y que también pueda ser
comensal en otros mamiferos marinos. Sin embargo, la secuenciacion demostro,
con un 100% de pureza, que se trataba del género Symmetrospora. Esta levadura
se ha reportado en agua marina, esponjas de mar y el tracto gastrointestinal de
animales terrestres en cautiverio (Haelewaters et al. 2021, James et al. 2022, Wang
et al. 2022).

Finalmente, la muestra aislada del individuo 23BE39 mostré pequefias colonias
oscuras, de crecimiento lento. Su morfologia macro- y microscépica sugirié que se
tratabe de hongos Cladosporiales. Estos hongos suelen tener baja afinidad para los
cebadores comunmente usados para identificar ITS (Lee et al. 2023), y después de
hacer la extraccién de ADN y reaccion de PCR para ITS1 e ITS2, esta muestra fue
la que tuvo las bandas mas tenues. Con la secuenciacion de ITS1 se confirmo que
el hongo aislado de este individuo pertenecia al género Cladosporium, que se
describe como comensal en cavidad oral, tracto gastrointestinal y vaginal en
humanos (Lai et al. 2018), y al ser halotolerante (Lee et al. 2023), es factible que

también sea comensal en mamiferos marinos.

Si bien, la literatura menciona que los hongos simbiontes de mamiferos crecen
mejor a 37°C, sblo en casos de micosis profundas se recomienda aislar a 37°C
(Arenas 2008). Dado que los hisopados genitales se realizan de una manera

minimamente invasiva para no estresar al animal, es posible que las especies de
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hongos colectadas estuvieran en una temperatura menor y por ello hayan crecido

mejor a temperatura ambiente y no a 37°C.
7.1.2.2 Extraccion de ADN

Para el estudio de comunidades micéticas el protocolo de extraccién de ADN usado
debe proveer de suficiente material genético y de buena pureza, representativo de
la presencia y abundancia de cada taxon en la muestra. Al respecto, los métodos
con digestién enzimatica con fenol:cloroformo proveen buenas cantidades de ADN
de hongos para analiar sus comunidades (Rosenbaum et al. 2019).

En esta tesis se observo que, usando el mismo protocolo de extraccion de ADN
para hongos y bacterias, se obtenia mas concentraciéon de ADN en bacterias que
en hongos, aunque este resultado debe tomarse con cautela dado que la biomasa
o densidad de células de las bacterias no se estimo previo a la extraccion. También
hubo diferencias en la pureza del ADN. EI ADN de hongos tuvo una relacion de
260/230 mas baja que el de bacterias, lo que podria indicar la presencia de reactivos
como fenol o EDTA (Thermo Scientific, 2016).

Dado que los reactivos usados en la extraccion y purificacion de ADN como el fenol
o la proteinasa K pueden interferir con la reaccién de PCR (Farell y Alexandre 2012),
se recomienda realizar un paso extra de lavado con etanol (Shin 2012).

Respecto a la relacion de biomasa:ADN de hongos, se observl una correlacion
negativa. Esto tiene sentido partiendo desde el hecho que, de todo el ADN del
microbioma, entre <0.1-10% puede ser de hongos (Halwachs et al. 2017,
Lavrinienko et al. 2021), aunque su biomasa puede llegar a ser del 20% (Edwards
et al. 2017), lo que significa, en resumen, que la biomasa del hongo no

necesariamente influye en la cantidad del ADN extraido.

7.1.2.3 Potenciadores de PCR

Pese a la baja pureza del ADN extraido de los medios de cultivo en PDA, fue posible
amplificar las regiones ITS1 e ITS2 de todos los morfotipos, y usando una region
especifica para bacterias se comprobo6 que no hubo contaminacion de las colonias

en PDA a las de ACH o viceversa. Sin embargo, dada la posibilidad de que
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permanecieran compuestos fendlicos en el ADN extraido, se agregaron
potenciadores de la PCR al mix de reaccion para las muestras de los mamiferos

marinos.

El suero de albumina bovina (BSA) y la formamida brindan mayor estabilidad
térmica a la taq polimerasa e interactian con los inhibidores de la PCR (como el
fenol) para evitar que éstos se peguen a la polimerasa (Farell y Alexandre 2012), y
la formamida, por su parte, aumenta la especificidad de la reaccion (Sarkar et al.
1990). Esto se comprobd en las reacciones de ADN genital del LMC, donde fue
posible ver con mas claridad bandas de amplicon. Esto es relevante porque significa
gue en estudios de fungoma, se debe contemplar entonces: baja concentracion y
calidad de ADN para disminuir el riesgo de los falsos negativos, y ajustar el protocolo

en funcién a eso.

7.2Subreqién de ITS1 es mas informativa para mamiferos marinos

En esta tesis se observo que ITS1 es mas sensible para identificar ADN de hongos
que ITS2 en hisopados genitales y anales, muestras de piel, heces y soplos de
pinnipedos y cetdceos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la
preferencia del marcador puede variar dependiendo del tipo de muestra analizada
o al tipo de estudio. Esto se ha visto antes en estudios realizados en rumen
(Edwards et al. 2017), bioaerosoles (Mbareche et al. 2020), biopsias de piel en
humanos (Ali et al. 2019) o para la identificacion de especies de Aspergillus en
particular (Henry et al. 2000). Por ejemplo, Edwards et al. (2017) encontraron mejor
resolucién usando ITS1 para describir hongos anaerébicos ruminales; por su parte,
Nilsson et al. (2019) mencionan que ITS2 tiene menor variacion y mas pares de
cebadores universales, por lo que resultaria conveniente esta subregion sobre ITS1.
En el caso de Blaalid et al. (2013) no encontraron diferencias in silico entre ambos
marcadores, y Schoch et al. (2012) sugieren trabajar con ambas regiones.
Finalmente, Frau et al. (2019) mencionan que la comunidad de hongos descrita sera

diferente, no mejor o peor, dependiendo del marcador molecular utilizado.
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Esto se explica dado el rango tan variable en tamafio de la regiébn completa de ITS
(desde 285 pb hasta 900 pb) (Irinyi et al. 2015, Halwachs et al. 2017) y su secuencia
per se. Algunos hongos, como, por ejemplo, cepas de Cryptococcus y Fusarium,
sélo pueden ser identificados correctamente con un marcador adicional como el gen

de la ARN polimerasa Il (Irinyi et al. 2015).

El par de cebadores usado también puede interferir en la abundancia de ciertas
especies. Los pares ITS1F e ITS2 (usados en esta tesis) no emparejan de manera
perfecta con laregion ITS1 de Galactomyces geotrichum (Malasseziales) y Yarrowia
lipolytica (Tremellales) (Nash et al. 2017). ITS1F no es sensible para todos los
Saccharomycetales por lo que su abundancia puede subestimarse al usar este
cebador, mientras que el cebador ITS2 suele no amplificar algunos Ustilaginales y
Exobasidiales (Tedersoo y Lindahl 2016, Frau et al. 2019).

Este resultado podria tomarse como indicativo de que las comunidades de hongos
que se encuentran en el epitelio de los mamiferos marinos, sin importar su estado
de transformacioén epitelial (para el caso del LMC) o su condicién corporal (para el
caso de la BA) podrian estar sobrerrepresentados por especies cuya region ITS1
empareja con los cebadores ITS1F e ITS2 como Malassezia o Aspergillus, que
tienen baja afinidad para la region ITS2 (Tedersoo y Lindahl 2016, Frau et al. 2019).

7.3Fungoma de los mamiferos marinos

Tras la secuenciacién masiva de ITS1 y la construccién de los graficos de Krona de
cada hospedero (ballena azul, ballena gris, elefante marino del Norte, cachalote y
lobo marino de California) se encontr6 que en el fungoma estan
sobrerrepresentados algunos grupos, como hongos malasseziales (Basidiomycota),
seguido por hongos de la clase Sordariomycetes y Dothideomycetes (Ascomycota),
y se observd una baja abundancia de otros hongos como Candida spp.
(Saccharomycetes). En muchos estudios se considera a Candida spp.
(Saccharomycetes) como un hongo comensal en varios epitelios (Tizard 1995, lliev
y Leonardi 2017, Higgins 2000, Shirakata et al. 2022, Takahashi et al. 2010). Sin
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embargo, en esta tesis, la mayoria de los ASVs de la clase Saccharomycetes
tuvieron baja prevalencia (por ejemplo, en el LMC sdlo estuvo presente en 5 de las
19 muestras). Esto pudiera explicarse dada la baja sensibilidad de ITS1 descrita

para este clado (Tedersoo y Lindahl 2016, Frau et al. 2019).

En el caso del LMC y de la BA, hubo especies infrecuentes de hongos con baja
ocurrencia y abundancia, como los hongos de clase Pezizomycetes,
Ustilaginomycetes, Leotiomycetes y Agaricostibomycetes. Algunas de estas
especies (p.ej. Ustilaginomycetes), se han incluso reportado como componentes
centrales del microbioma de la mucosa del colon en humanos, no obstante, su rol
ecoldgico no se ha esclarecido (Sam et al. 2017). Ademas de los Ustilaginomycetes
otras, como Leotiomycetes y Agaricostilbomycetes se han aislado de muestras de
lodo en plantas tratadoras de agua (Assress et al. 2019).

7.3.1 Fungoma central del epitelio genital del lobo marino de California

El uso de secuenciacion masiva para describir la comunidad de hongos en la vagina
es muy reciente. En humanos comenzo a realizarse en 2013 (Bradford y Ravel
2017), en animales bajo cuidado humano se ha estudiado el fungoma vaginal del
panda gigante (Ailuropoda melanoleuca; Ma et al. 2024) y en mamiferos marinos no
existen estudios. En los humanos se determiné una riqueza media de 7.8 £+ 4 OTUs
con la region ITS1 usando la base de datos de UNITE (Drell et al. 2013), y en
posteriores estudios se ha determinado una riqueza que varia de 11 a 20 géneros,
incluidos Candida, Saccharomyces, Aspergillus, Alternaria y Cladosporium
(Underhill e lliev 2014). En pandas gigantes el fungoma vaginal central no supera
los 20 géneros (Ma et al. 2024). Por el contrario, el epitelio vaginal del lobo marino
de California, mostré por el contrario una mayor rigueza media (47.21 ASVSs), y tras
aplicar el filtro de abundancia y ocurrencia destacaron siete géneros (Malassezia,
Rhizopus, Cladosporium, Alternaria, Chateomium, Symmetrospora y Albifimbria).
De éstos, solo se comparten Alternaria y Cladosporium entre humanos, pandas y
LMC, lo que podria significar que el epitelio vaginal de estos tres hospederos

favorece su colonizacion.
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7.3.2 Fungoma central respiratorio de la ballena azul

El fungoma respiratorio de mamiferos no humanos no ha sido estudiado (Hamm et
al. 2020). Este trabajo representa entonces el primer reporte del fungoma
respiratorio de mamiferos en vida libre. En la ballena azul, el fungoma central
consistid en 13 ASVs de nueve géneros principales (Malassezia, Cladosporium,
Rhizopus, Alternaria, Chaetomium, Lectera, Aspergillus, Pleosporaceae vy
Debaryomyces). El fungoma respiratorio en humanos ha sido poco explorado, pese
a tener un intercambio constante de particulas y microorganismos con el exterior
(Underhill e lliev 2014). Algunas especies de hongos que han sido identificadas a
partir de secuenciacion de ITS en pulmon de humanos sanos incluyen Ceriporia
lacerata, Saccaromyces cerivisiae, Penicillium brevicompactum, Scedosporium sp.
y, principalmente Aspergillus sp. (Underhill e lliev 2014, Tiew et al. 2020). El dltimo
esta presente en humanos y en BA. Esto podria explicarse dado que es un hongo
que se disemina facilmente via aerdgena (Joseph et al. 1986, Young et al. 1999,
Romano et al. 2020, Grattarola et al. 2018).

7.3.3 Fungoma central con analisis de redes

Determinar el fungoma central Unicamente con los criterios de abundancia y
ocurrencia puede tener sus limitaciones ya que dependen del tamafio de la muestra
(Neu et al. 2021). En el caso de mamiferos marinos, esto puede ser una gran
limitante, ya que no siempre es posible tener al tamafio de muestra deseado
(Dominguez-Sanchez et al. 2018). Ademas, taxones con baja abundancia (que
serian excluidos del fungoma central) pueden ser claves para mantener un equilibrio
ecologico (Neu et al. 2021), pues no es necesaria la colonizacion de un
microorganismo para que éste cumpla funciones biolégicas en el hospedero (Risely
2020). Por este motivo los métodos de conteo de secuencias no permiten evaluar

el rol ecologico de los hongos (Underhill e Iliev 2014).

Aunado a lo arriba discutido, los cambios que experimenta el hospedero
(conductuales, fisiologicos o dietéticos) alteran directamente las abundancias de los

microorganismos (Del Campo-Moreno et al. 2018). Si bien, no todos estos cambios
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conducen a enfermedad, es la falta de un método universal para determinar el

fungoma central lo que abre el debate sobre la existencia de uno (Nash et al. 2017).

Una aproximacion cada vez mas explorada para comprender el microbioma es a
través del uso de redes de coocurrencia (Lazaro-Vidal y Alvarez-Martinez in press).
Dado que mas de un microorganismo esta presente en un epitelio dado, el espacio
y nutrientes se vuelven limitados, por lo que pueden surgir relaciones sinérgicas o
antagonicas entre los microorganismos (Matchado et al. 2021), y en el caso de los
hongos de ambientes marinos, se conoce que muchas especies tienen simbiontes
obligados (Stal y Cretoiu 2022). De este modo, se pueden usar las caracteristicas
topograficas de la red para inferir un rol del nodo (microorganismo), o agrupar en
comunidades a los comensales que mas frecuentemente se asocian (Guo et al.
2022).

Por ejemplo, un coeficiente de clusterizacion alto, junto con distancias promedio
entre nodos baja puede indicar que la comunidad es compacta y sus interacciones
son fuertes (Guo et al. 2022). En el caso de los ASVs de LMC y de BA, sus indices
de clusterizacion, 0.209 y 0.236, y sus distancias promedio, 5.078 y 4.68
respectivamente, indican que para ambos casos las comunidades de hongos

descritas en este estudio tienen baja interconectividad, es decir, no son robustas.

Dentro de una misma red se pueden identificar unidades de nodos o
subcomunidades y predecir patrones de coocurrencia (Layeghifard et al. 2017). Se
identificaron 31 subcomunidades de coocurrencia de hongos para LMC, y 52 para
BA. La comunidad mas grande de LMC incluy6 52 ASVs que pertenecian a los phyla
Ascomycota y Basidiomycota. En el caso de BA la comunidad méas grande incluy6
155 ASVs de los phyla Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota vy
Mucoromycota. Esto podria sugerir que dichos moédulos o cllusters contienen a los
hongos que son mas probable encontrarlos juntos cada vez. En promedio, las
comunidades o clusters no superaron los 10 ASVs (tamafio de comunidad no tan
diferente al determinado con filtros de abundancia y ocurrencia, 11 para el LMC y
13 para la BA). Este método podria funcionar como una alternativa para determinar
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el fungoma central considerando especies clave para la comunidad (Guo et al.
2022).

Los nodos con méas conectividad (degree) pueden fungir como hubs (Guo et al.
2022). Esto es, van a estar presentes junto con otros hongos, mas veces que otros.
En el caso del LMC, Colletrotichum truncatum spp tuvo el mayor degree (16) y en
BA fue Candida zeylanoides (18). Particularmente en el caso C. zeylanoides, que
se reporta como un comensal del tracto respiratorio en muchos mamiferos, asi como
otros hongos del mismo género (Pang et al. 2021) pero que en este estudio su

abundancia no fue de las mas altas en el soplo de BA.

Los nodos con mayor indice de betweenness actian en la red como nodos clave
para mantener la integridad de la red al ser intermediaros de la conectividad entre
otros nodos (Guo et al. 2022). Para LMC esos nodos son Colletrotichum truncatum,
Malassezia restricta y Candida albicans, y para la BA son Coniothyriaceae,
Penicillium spp y Alternaria multirostrata. Nuevamente, especies de Candida,
conocidas por colonizar epitelio vaginal en mamiferos (Tizard 1995, lliev y Leonardi
2017) no estuvieron dentro de las especies con mayor abundancia en el tracto
genital del LMC en este estudio, sin embargo, su presencia en la red de co-
ocurrencia es clave para mantener la comunidad (Guo et al. 2022).

7.4 Alfa y beta diversidad del fungoma de mamiferos marinos

La diversidad alfa busca describir cdmo esté constituida una comunidad en relacion
con su riqueza y especies dominantes (Kers y Saccenti 2022, Brouwer et al. 2023).
Para el caso del fungoma, la diversidad alfa puede verse afectada directamente por
los métodos de extraccion de ADN (Rosenbaum et al. 2019), el marcador molecular
(Frau et al. 2019), la base de datos de referencia (Tedersoo y Lindahl 2016, Nash
et al. 2017), el uso de OTUs o ASVs (Joos et al. 2020) y la profundidad de la
secuenciacion (Nash et al. 2017), por lo que las diferencias entre valores de alfa
diversidad con otros estudios pueden verse exacerbadas por factores externos al

fungoma per se. Mbareche et al. (2020), por ejemplo, reportaron diferencias en el
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indice de Shannon del fungoma de biocompostas animales usando ITS1 e ITS2
(Shannon =5y 4.5, respectivamente) y en la riqueza (1,208 OTUs con ITS1 versus
772 OTUs con ITS2), por lo que con ITS2 observaron menor diversidad que con

ITS1 de un mismo sustrato.

En esta tesis se observé que la rigueza media en las heces de cachalote e hisopado
anal de elefante marino del Norte supera los 100 ASVs de riqueza. En muestras
fecales de humanos se ha descrito una riqueza tan baja como 14 (minimo 2, maximo
92) (Nash et al. 2017), y aun tras una dieta rica en carbohidratos, no supera los 100
(Szostak et al. 2023, Tian et al. 2023). En roedores silvestres (Myodes glareolus,
Apodemus sylvaticus, A. agrarius y A. flavicollis) la riqueza tampoco supera los 100
ASVs (Lavrinienko et al. 2021). También se vio que el indice de Shannon promedio
estimado para las muestras de heces de cachalote e hisopado anal de elefante
marino del Norte fue de 3.26 y 3.21, respectivamente, mientras que, para el mismo
tipo de epitelio, en humanos, se ha reportado menor a 2.0 (Nash et al. 2017, Sz6stak
etal. 2023, Tian et al. 2023). Si bien, los estudios del fungoma intestinal en humanos
usaron diferentes marcadores moleculares, metodologias y bases de datos (ITS2,
OTU y NCBI GenBank Plant and environmental database, Nash et al. 2017; ITS2,
ASV y UNITE v8.2 Tian et al. 2023; metagenoma, OTUs y Kraken2, Szdstak et al.
2023), no se observa de ninguna forma que sus valores de alfa diversidad superen
a las observadas en el mismo tipo de epitelio del cachalote y el elefante marino,
sugiriendo que en éstos ultimos el fungoma gastrointestinal sea potencialmente mas
diverso que en humanos. Esto podria deberse a la diversidad inherente del
fungoma, como también a la ingesta incidental de hongos simbiontes de sus fuentes
de alimento o de microorganismos con los que interactdan (Lavrinienko et al. 2020).
No obstante, son necesarios estudios comparativos entre marcadores moleculares
para estimar qué tanto de la variacién del fungoma pueda deberse a la metodologia

aplicada.

Tomando el indice de Pielou (Shannon normalizado), el fungoma de las cinco
especies modelo estudiadas va de 0.68 a 0.71 lo que implica una equidad

moderada, y el de Simpson se mantuvo entre 0.8 y 0.92, indicando en todos los

127



casos que unos cuantos ASVs son los que dominan en el fungoma (Brouwer et al.
2023). Esto se ha visto en otros estudios en humanos, donde, de manera general,
las comunidades de hongos estan sobrerrepresentadas sélo por unos cuantos
taxones (Underhill e lliev 2014, Nash et al. 2017).

El fungoma de las cinco especies estudiadas presento diferencias en su diversidad
con las distancias UniFrac, Bray-Curtis y Jaccard. Esto puede explicarse por tres
principales motivos: el primero puede ser porque el microbioma tiene componentes
que son especificos para su hospedero por afios de coevolucidn. Este microbioma
adaptado al hospedero (especie-especifico) puede ser transmitido verticalmente,
incluir especies simbiontes obligadas, y se cree que pueden influir en la eficacia
biolégica de su hospedero. De este modo, se puede hablar de microbioma que
comparte una especie en particular o incluso subpoblaciones (Risely 2020).
Ademas, especies relacionadas filogenéticamente tienden a compartir microbiomas
muy similares (Rojas et al. 2021). Hay cerca de 30 millones de afios de divergencia
filogenética entre cetaceos y pinnipedos (Berta et al. 2006), por lo que es esperado

encontrar divergencia en su microbiota considerando su filogenia Unicamente.

La segunda explicacion tiene que ver con la actividad ecoldgica que realiza el
hospedero. Esto es, su distribucion geografica, su dieta y su comportamiento, por
mencionar ejemplos (Rojas et al. 2021). Los animales a los que se les pudo analizar
el fungoma en esta tesis provienen de diferentes partes del Golfo de California y del
Pacifico Noreste. Algunas especies de hongos simbiontes responden a patrones de
distribucién geograficos similares a aquellos de sus potenciales hospederos, en la
que su diversidad aumenta a medida que se aproximan al ecuador (Bahram y
Netherway 2022). La temperatura superficial del mar también tiende a aumentar
alrededor del ecuador y se ha visto que algunas oscilaciones pueden alterar
patrones de buceo y movimiento en algunos cetaceos (Berta et al. 2006). Por
ejemplo, la ballena azul del Pacifico realiza migraciones desde zonas de alta
productividad como el ecosistema marino de la Corriente de California hasta zonas
de baja productividad de manera estacional como el domo de Costa Rica o el Golfo
de California (Bailey et al. 2009, Busquets-Vass et al. 2021).
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La dieta por si sola ya influye en el fungoma, particularmente en el tracto
gastrointestinal (Underhill e lliev 2014). Por ejemplo, el elefante marino del norte y
el cachalote tienen una dieta mayormente teutéfaga, lo que los obliga a realizar
buceos profundos (200-1,000 m) para conseguir sus presas (Berta et al. 2006, Davis
et al. 2007). La BA en el Golfo de California se alimenta generalmente engullendo
densas agregaciones de eufausidos, Nyctiphanes simplex, frecuentemente en la
superficie o cerca de ella (Gendron 1992), pues las concentraciones de alimento
influyen directamente en su distribucién y patrones de buceo (Acevedo-Gutiérrez et
al. 2002, Hazen et al. 2015, Pardo et al. 2015, Busquets-Vass et al. 2017, Busquets-
Vass et al. 2021). También se ha reportado que se alimentan de peces linterna
(Myctophidae), por lo que no se trata de una especie estrictamente estenofaga
(Jiménez-Pinedo 2010, Delgado-Rodriguez 2022). Por otro lado, la ballena gris filtra
del sedimento marino su presa (anfipodos bentdnicos) (Berta et al. 2006, Bierlich et
al. 2023), aunque se especula que la ballena gris del este se alimenta también
durante la temporada reproductiva (principalmente en Laguna Ojo de Liebre, Baja
California Sur) (Gelippi et al. 2022). EI LMC, por su parte, tiene una dieta mas
generalista y que incluso es diferente entre zonas del Golfo de California, pero
destacan peces de la familia serranidae, ophidiidae, haemulidae y sciaenidae,

algunos moluscos y crustaceos (Porras-Peters et al. 2008).

Finalmente, en algunos animales con comportamiento social, como los chimpancés,
se ha observado que comparten un microbioma (pan-microbioma) debido a que las
interacciones sociales facilitan el intercambio de microorganismos entre un
hospedero a otro (Moeller et al. 2016). Los lobos marinos tienden a hacinarse
durante la época reproductiva (Peterson y Bartholomew 1967, Berta et al. 2006), y
se ha reportado que su bacterioma genital comparte algunos elementos entre
individuos de las mismas poblaciones pero que son diferentes entre poblaciones
distintas (Pereida-Aguilar 2020). En cetaceos, por el contrario, parecen influir
factores anatomo-fisiolégicos (v.g. capacidad pulmonar) mas que su

comportamiento social en la riqueza de su microbioma (Vendl et al. 2020).
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La tercera explicacion de las diferencias en la diversidad del fungoma de los
mamiferos marinos observadas en esta tesis puede deberse al tipo de epitelio. Los
hongos son microorganismos heteroétrofos, es decir, se nutren a expensas de otros
organismos o tras la descomposicion de materia organica. Esto dicta su tropismo
en el ecosistema o incluso en el hospedero. Los hongos pueden ser saprotroficos,
queratinofilicos, urofilicos, coprofilicos, etc. (Arenas 2008). Malassezia spp, por
ejemplo, es un hongo lipofilico que se encuentra muy bien adaptado a ambientes

sebaceos (lliev y Leonardi 2017).

En esta tesis se analizd el fungoma del epitelio genital, respiratorio, piel y heces o
hisopados anales, cada uno con caracteristicas diferentes de irrigacion,
temperatura, humedad, pH y contacto con el exterior. El epitelio vaginal, en el caso
del LMC, por su localizacion, puede compartir componentes del microbioma de la
piel o de la region perianal (Pereida-Aguilar et al. 2023). El epitelio respiratorio, para
el caso de las muestras de BA y ballena gris, esta en constante intercambio con
particulas y microorganismos del exterior (Ross y Pawlina 2012); y la mucosa
gastrointestinal se ve directamente influenciada por microorganismos provenientes
de la dieta del animal (Nash et al. 2017).

En conjunto, los caracteres de historia de vida pueden determinar a qué
microorganismos estan expuestos los animales (Rojas et al. 2021), y dado el grupo
tan heterogéneo de este trabajo de tesis, es complicado esclarecer qué condiciones
en particular rigen las diferencias en el fungoma observadas. En los PCoA con las
distancias UniFrac, Bray-Curtis y Jaccard, es posible observar una mayor
modularidad en la beta diversidad de la BA, es decir, que sus diferencias entre si
son menores que entre las otras especies. EI LMC tiene mayor variabilidad en su
beta diversidad, pero corresponde a animales muestreados a lo largo del Golfo. El
elefante marino del norte también tiene una modularidad dispersa, aunque la beta
diversidad se calcul6 con datos de su fungoma anal y de la piel. Para el cachalote y
ballena gris, por ser dos y una muestra, es dificil determinar sus diferencias con los

otros modelos de estudio.
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7.4.1 Alfay beta diversidad del fungoma genital del lobo marino de California
y sus variables eco-fisiologicas

7.4.1.1 Transformacion epitelial

Las diversidades alfa y beta no tuvieron diferencias significativas entre LMC con
transformacion epitelial y sin transformacién. Esto contrasta con un estudio
realizado en humanos, donde se observé que las mujeres con ASC-US (células
escamosas atipicas de origen indeterminado) presentan mayor diversidad fungica
comparado con LSIL, HSIL y sin cambios, aunque los autores mencionan que pueda
deberse a la influencia del tracto gastrointestinal y practicas sexuales que puedan

alterar su microbioma (Godoy-Vitorino et al. 2018).

En ocasiones, es el tipo de interaccién, y no la composicion de la comunidad lo que
puede originar una disbiosis con repercusiones a la salud (Coyte y Rakoff-Nahoum
2019). Por ejemplo, un aumento en la tasa de Basidiomycota:Ascomycota se ha
reportado en humanos con céncer colorrectal (Li et al. 2023). Sin embargo, no se
encontraron diferencias en esta tesis al analizar el epitelio genital con cambios
precancerigenos y sin ellos. No obstante, se observé que los ASVs de la clase de
los Tremellomycetes tuvieron una mayor abundancia promedio en los LMC con
cambios epiteliales que en aquellos sin cambios. Esto podria indicar que un entorno
gue favorece la transformacién epitelial también puede favorecer el crecimiento de

estos hongos (Liu et al. 2023).

Los tremellomycetes incluyen especies micoparasitas que requieren nitratos para
crecer (Gams et al. 2004, Boekhout et al. 2011). Su presencia en microambientes
tumorales se ha reportado previamente, e incluso se han propuesto como parte de
biomarcadores para algunos tipos de cancer, como el de mama y el de ovario
(Narunsky-Haziza et al. 2022, Liu et al. 2023). Si bien, ningun LMC de este estudio
presentd lesiones compatibles con cancer, sino lesiones indicadoras de
transformaciéon epitelial (Pereida-Aguilar et al. 2023), las alteraciones pre-
cancerigenas metabdlicas y moleculares de las células epiteliales pueden facilitar

la colonizacion de algunos microorganismos (Narunsky-Haziza et al. 2022).
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Un estudio realizado por Sowjanya et al. (2015) observaron que mujeres
diagnosticadas con HSIL o cancer invasivo presentaron niveles séricos mas altos
de nitritos y nitratos, asi como una expresion aumentada del gen que codifica para
la enzima oOxido nitrico sintasa (INOS) comparado con mujeres sin anormalidades
citologicas. Esto puede deberse a procesos inflamatorios crénicos que aumentan la
concentracion de éxido nitrico con potencial riesgo oncogénico si la inflamacion no
remite. Sin embargo, serian necesarios estudios especificos que evalluen las
concentraciones séricas de nitratos y nitritos en LMC, asi como la actividad
enzimatica de la iINOS en relacidén con la abundancia de los Tremellomycetes para
conocer si esta clase de hongos se ve favorecida en el tracto genital del LMC por el

aumento de nitratos y nitritos séricos.
7.4.1.2 Region ecoldgica

No se detectaron diferencias en la diversidad alfa de los hongos del epitelio genital
entre LMC por regiones, pero si en su beta diversidad. Esto significa que los
componentes del fungoma del LMC son diferentes entre regiones, lo que concuerda
con lo reportado para otras caracteristicas ecoldgicas del LMC, como diferencias
anatomofisioldgicas, genéticas y de comportamiento entre colonias reproductivas

(Szteren y Aurioles-Gamboa 2011).

Es posible que los resultados obtenidos reflejen la susceptibilidad del microbioma
de ser alterado por el entorno de su hospedero, ya que dictamina a qué
microorganismos (en este caso, hongos) estara expuesto (Nash et al. 2017). Por
ejemplo, los habitos de forrajeo de la especie son diferentes entre regiones: los LMC
del norte y del centro tienden a realizar viajes relativamente cortos (no mas de 20
km de distancia de su colonia o islote), mientras que los del sur bucean mas
profundo (Porras-Peters et al. 2008, Schramm et al. 2009), lo que significa que
aguellos animales que bucean superficialmente y nadan distancias mas cortas,
podrian tener bajas probabilidades de interactuar con los microorganismos mas

pelagicos o abisales (Stal y Cretoiu 2022).

Otra posible explicacion a las diferencias en el fungoma genital entre regiones

puede deberse a las caracteristicas oceanograficas que las delimitan (Szteren y
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Aurioles-Gamboa 2011). Por ejemplo, la region Norte, debido a la desembocadura
del rio Colorado, puede tener salinidad diferente a las demas regiones (Wilkinson et
al. 2009), y la productividad primaria, que es alta en la region de las grandes islas y
baja en la region sur (Alvarez-Borrego y Lara-Lara 1991, Escalante et al. 2013),
pueden influir en el tipo de microorganismos metabdlicamente activos que se

encuentren (Stal y Cretoiu 2022).

También se observaron diferencias entre regiones con la abundancia de los ASVs
del phylum Ascomycota. Mas particularmente, los de la familia Aspergillaceae (v.g.
Aspergillus, Penicillium, etc.) y Cladosporiaceae (v.g. Cladosporium), que tuvieron
mayor abundancia en los LMC de la regién del sur. En el Golfo de California, el LMC
es una especie muy importante para el ecoturismo, especialmente en la region de
Los Islotes (Golfo Sur) (French et al. 2011, Cisneros-Montemayor et al. 2020), y se
ha reportado en otros modelos de estudio, como en el macaco tibetano (Macaca
tibetana), que la beta diversidad intestinal es diferente entre animales involucrados
en actividades turisticas, animales en cautiverio y animales en vida libre (Xia et al.
2022). También se ha visto que la diversidad de enterobacterias cultivables del
intestino de crias de lobo marino de California es diferente en animales que se
encuentran en colonias con afluencia turistica que en colonias alejadas de
asentamientos humanos y sin turismo (Hernandez-Martinez & Acevedo-
Whitehouse, datos no publicados). Sin embargo, aun faltan estudios para evaluar el

impacto de las actividades turisticas en el microbioma de los LMC.

Respecto a los basidiomicetos, se encontraron diferencias entre regiones con los
hongos de la clase Tremellomycetes, siendo en la region Central (San Esteban, San
Pedro Martir, San Pedro Nolasco y El Rasito) donde fueron mas abundantes. Esto
resulta interesante dado que Nieves-Martinez (2022) encontré una mayor expresion
en el tracto genital de los genes que codifican para el factor de transcripcion STAT-
1y para el gen que codifica para la perforina. STAT-1 es un gen que, en respuesta
al interferon gamma (IFN-y), modula la actividad de los linfocitos CD4* en un entorno
proinflamatorio (Kaplan 2013), y las perforinas son enzimas producidas por las

células NK y por los linfocitos CD8* para eliminar células tumorales (Guan et al.
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2024). Los resultados encontrados en esta tesis podrian reflejar que los LMC de la
region central se encuentran con un estado proinflamatorio mas que en otras
regiones, e incluso tienen mayor evidencia de transformacion epitelial
precancerigena (ASC/LSIL) que esté induciendo respuestas anti-tumorales, y a su
vez creando un ambiente que favorezca a los Tremellomycetes, dado que esta clase
de hongo también fue mas abundante en LMC con ASC/LSIL y, en particular, en

esta region del Golfo.

El trabajo realizado por Pereida-Aguilar et al. (2023), con las mismas muestras
utilizadas en la presente tesis, también report6 diferencias en el bacterioma genital
del LMC entre regiones ecoldgicas. Esto, en conjunto con los resultados sobre el
fungoma que encontré la presente tesis, es evidencia de que el microbioma vaginal

se ve influenciado por la regién ecoldgica en la que se encuentra el LMC.

7.4.1.3 Elfungoma y su relacién con virus con potencial oncogénico

Los herpesvirus son virus de doble cadena de ADN que una vez que infectan a su
hospedero, permanecen por grandes periodos o incluso toda la vida, volviéndose
infecciones activas en cuanto disminuye la inmunocompetencia del hospedero
(Carter y Saunders 2007). Por ejemplo, durante disbiosis bacterianas, aumenta el
riesgo de infeccidn por herpesvirus en humanos (Mehta et al. 2022). En LMC que
son positivos a ADN de herpesvirus, hay una mayor diversidad alfa, pero no hay
diferencias en la diversidad beta del bacterioma (Pereida-Aguilar et al. 2023). En
contraste, en esta tesis no se observaron diferencias en la diversidad alfa y beta, ni
se detectaron taxones que tuvieran diferencias significativas en su abundancia entre

LMC positivos o negativos al virus.

Tampoco se encontré evidencia de que el fungoma del epitelio genital se viera
influenciado por la presencia de papilomavirus (zcPV-1). Esto es semejante a lo
reportado por Pereida-Aguilar et al. (2023), pero contrasta con lo reportado para
humanos, en donde el indice de Shannon para fungoma vaginal se ve incrementado
en mujeres infectadas con papilomavirus tipo 16 y 18, es decir, vuelve al fungoma
mas equitativo (Godoy-Vitorino et al. 2018). Al igual que los herpesvirus, los
papilomavirus tienen ADN de doble cadena, pero a diferencia de ellos, no suelen
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producir infecciones persistentes a menos que el hospedero no pueda limitar la

infeccion y se formen verrugas o incluso cancer (Carter y Saunders 2007).

La evidencia en humanos parece indicar relaciones antagonistas entre hongos y
virus, pues al colonizar un epitelio, puede atraer células inmunes al sitio y proteger
contra la severidad de infecciones virales (Kapitan et al. 2018, Fiorito et al. 2022).
El hecho que no se hayan podido observar diferencias en el LMC y la presencia de
herpesvirus y/o papilomavirus de pinnipedos podria deberse a que sus
interacciones vayan mas alld de solo analizar la presencia/ausencia, sino de la
abundancia, como se ha empezado a hacer recientemente con el bacterioma
(Nishijima et al. 2022) Este tipo de estudios esta empezando a tener mayor
popularidad con el bacterioma, pero su aplicacién con el fungoma audn no se ha

explorado.

7.4.1.4 Grupo etario

La edad es un factor importante para el microbioma. En el caso de los mamiferos,
la dieta y las interacciones sociales van cambiando a medida que crece el animal, y
eso constituye un factor para diferenciar entre clases de edad sus microbiomas
(Szostak et al. 2023). Por ejemplo, en focas manchadas juveniles (Phoca largha) se
ha reportado una mayor riqueza y diversidad de la microbiota intestinal comparado
con otros grupos etarios (Tian et al. 2010). En humanos los taxones dominantes en
el tracto gastrointestinal van cambiando a medida que la dieta se vuelve mas
diversa, cambia el estilo de vida y se exponen a antibiéticos (Lai et al. 2023, Turunen
et al. 2023). En esta tesis, para el LMC, no se observaron diferencias en la
diversidad alfa y beta, pero se observo que los ASV del phylum Ascomycota tienen
mayor abundancia en adultos que en crias y juveniles. Mas particularmente los ASV
de la clase Dothideomycetes (géneros como Cladosporium, Alternaria, Forliomyces,
Curvularia, etc.). Estos grupos de hongos han sido reportados como comensales
vaginales en mujeres adultas (Drell et al. 2013, Bradford y Ravel 2017). Sin
embargo, es un grupo de hongos muy diverso que comprende muchas especies

(més de 19,000) que pueden ser incluso parasitas de otros hongos (Taylor et al.
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2015) y no fue posible identificar especificamente las familias o géneros mas

abundantes en adultos que en crias.

Es importante considerar que el epitelio vaginal sufre modificaciones durante el ciclo
estral, incluyendo el pH, la irrigacion y con ello el aporte de nutrientes al epitelio
(Tizard 1995), por este motivo también el microbioma vaginal en mujeres adultas
puede ser diferente dependiendo de su actividad hormonal (Yoshikata et al. 2021),
y pudieran observarse diferencias entre animales sexualmente maduros e
inmaduros (Sidrim et al. 2015).

Si bien, en esta tesis no se compar6 el estado de salud de las crias, es posible que
éstas no hayan sido expuestas aun a todos los hongos, particularmente los
Dothideomycetes, de la misma manera que las hembras adultas, puesto que el
microbioma se va moldeando durante los primeros afios de vida por sus

interacciones con el entorno (Zhu et al. 2024).

7.4.2 Alfay beta diversidad del fungoma respiratorio de la ballena azul y sus
variables fisiologicas

7.4.2.1  Condicioén corporal

No se encontraros asociaciones significativas entre la sensibilidad de la prueba de
PCR para ITS1 0 ITS2 y la condicion corporal, y tampoco se observaron diferencias
en la diversidad alfa entre ballenas con mala, regular o buena condicion corporal.
Esto contrasta con estudios realizados en perros, que relacionan el microbioma
intestinal con la condicion corporal en perros, donde observaron que animales
obesos tenian menor alfa diversidad (Chun et al. 2020), sin embargo, extrapolar
resultados de animales bajo cuidado humano a aquellos en vida libre no es
adecuado, puesto que los animales en vida libre estdn expuestos a mayor
variabilidad (Turko et al. 2023). Ademas, que la obesidad en animales es un
problema de salud que solo experimentan los animales bajo cuidado humano (Holst
y Gustavsson 2016). Un estudio en parulidos silvestres tampoco encontro
asociacion entre la alfa diversidad de su microbioma gastrointestinal y su condicion

corporal (Worsley et al. 2021).
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Es altamente probable que el bajo nimero de ballenas con condicién corporal mala
(dos) que se incluyeron en esta tesis no permitiera observar diferencias en la
diversidad alfa comparado con ballenas en buena condicién, ya que, con la beta
diversidad, con los indices de Bray Curtis y de Jaccard se observaron valores p de
0.05. Posiblemente, un tamafio de muestra mayor permitiria brindar mayor poder

estadistico a las comparaciones (Gomez-de-Mariscal et al. 2021).

Los Rhizophydiales incertae sedis (Chytridiomycota) son un orden de hongos
flagelados que incluyen especies parasitas de algas (Gleason et al. 2014, Powell
2016) que estuvo ausente en las ballenas con mala condicidn corporal. Es posible
que estos hongos cumplan un papel en el control del florecimiento algal
potencialmente toxico para mamiferos marinos (Haussermann et al. 2017). No
obstante, los datos de esta tesis no permiten inferir si existe algin efecto protector

del fungoma respecto a florecimientos algas téxicas.

En esta tesis se identifica por primera vez la presencia del hongo Sistotremastrum
guttuliferum en animales. Este hongo pertenece a la familia Sistotremastraceae, y
se ha reportado principalmente en madera en descomposicion en bosques,
sedimento de manglares y en islas del Atlantico Noreste (Arfi et al. 2012, Telleria et
al. 2013)., Este hongo se encontré en dos soplos de ballena azul con condicion
corporal buena (BMO055, ID 885) y regular (BM033, ID 12). Este hongo pertenece a
la familia Sistotremastraceae, y se ha reportado principalmente en madera en
descomposicion en bosques, sedimento de manglares y en islas del Atlantico
Noreste (Arfi et al. 2012, Telleria et al. 2013).

Al menos un ASV de las familias Mucoraceae y Wallemiaceae se encontraron solo
en soplos de ballenas con mala condicién corporal. Los mucorales comprenden
especies de hongos saprofitas, parasitas facultativas y patdégenas, y se han
reportado como importantes agentes etioldgicos en cuadros clinicos del tracto
respiratorio en humanos con mortalidad desde el 46 al 96% (Tiew et al. 2020). La
familia Wallemiaceae (que s6lo comprende al género Wallemia) se ve asociada con
reacciones de hipersensibilidad en los pulmones (Skalski et al. 2018). Esto podria
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sugerir que su presencia en ballenas con mala condicion corporal, ain en baja

abundancia, sea indicador de un sistema inmunolégico comprometido.

Las ballenas con baja condicién corporal fueron muestreadas en 2016, un afio
después del fendbmeno climatologico (La Mancha) que afectd la zona del Pacifico
Noreste y que coincidié con el ENSO (El Nifio — Oscilacion del Sur, por sus siglas
en inglés, El Nifio-Southern Oscillation), donde la temperatura del mar se elevé (p.ej.
3.5°C arriba de la media en el norte y centro de la peninsula de Baja California) vy,
al menos en California, se observé que el periodo de surgencia se redujo, lo cual,
probablemente ocasion6 una disminucion en la disponibilidad de alimento de la BA
por lo menos en la costa occidental (Lavaniegos et al. 2019) y llevé a un decremento
en su condicion corporal (Casillas-Lopez 2016, Wachtendonk et al. 2022). Ademas,
estos cambios climaticos tienen el potencial de modificar las poblaciones de otros
microorganismos (Lluch-Cota et al. 2007, McCabe et al. 2016, Stal y Cretoiu 2022)
y por consiguiente su probabilidad de alterar el fungoma. Se propone que los
resultados de la tesis son reflejo de estos cambios, pero debido al bajo poder

estadistico, se requeriria de un mayor nimero de muestras para poder comprobarlo.

7.4.2.2 Sexo

Se analizé si la cantidad de ADN flingico detectable por PCR podia relacionarse con
el sexo del animal, pero no se encontré6 una asociacion. Tampoco se observaron

diferencias en ningun indice de diversidad alfa entre machos y hembras.

Los resultados de diversidad beta en este estudio contrastan con lo reportado en el
estudio del bacterioma del sistema respiratorio de la ballena azul, en el cual no se
identificaron diferencias en la composicion del bacterioma entre machos y hembras
(Dominguez-Sanchez 2020). De igual forma, se observo que los ASV de la clase
Saccharomycetes tuvieron mas abundancia en machos que en hembras. Esto
podria sugerir que el fungoma respiratorio sea menos estable que el bacterioma y
se vea influenciado por variables propias del hospedero, como el sexo (Nash et al.
2017, Bambi et al. 2024). Diferencias conductuales entre sexos que tienen que ver
con comportamiento reproductivo pudieran explicar que los machos y les hembras

presentaran diferencias en su beta diversidad. Las hembras, por ejemplo, suelen
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segregarse durante la crianza y preferir aguas mas someras, y en ocasiones se han
visto hembras no migrar al norte durante algunas temporadas, probablemente para
ahorrar energia. Los machos, por su parte, tienen patrones migratorios diferentes a
los de las hembras adultas, que podrian deberse a competencia, donde los machos
mas pequefios o juveniles sean desplazados a migrar distancias mas largas (Costa-
Urrutia et al. 2013, Blevins et al. 2022).

7.4.2.3 El fungoma respiratorio de la ballena azul en el tiempo

Un individuo hembra que fue muestreado en 2016 y en 2017, mantuvo el 50% de
sus ASVs entre los dos afios. Para otro individuo macho, se observé que compartio
solo el 38% de sus ASVs entre 2017 y 2018. Sin embargo, al evaluar la beta
diversidad no se observaron diferencias significativas. Nash et al. (2017) observaron
gue principalmente tres especies, S. cerivisiae, M. restricta y C. albicans, mantienen
su ocurrencia en un estudio longitudinal en heces de humanos, lo que podria sugerir
gue esos taxones forman parte del fungoma central en los individuos analizados.
Extrapolando esa observacion a los resultados de esta tesis, se propone que, a nivel
individual, los hongos conservados en cada ballena sean parte de su fungoma
central. No obstante, para validar esta idea seria necesario realizar un estudio

longitudinal con mas muestras de la misma ballena.

7.5La relacién entre el fungoma vy el bacterioma

De manera experimental, las relaciones de hongos y bacterias se han estudiado
induciendo disbiosis en sus hospederos. Es posible inferir que estos
microorganismos compiten por los recursos, casi siempre limitados, en el nicho que
ocupan, y por ese motivo se espera una colonizacion de hongos en individuos con

bacterioma reducido (Sam et al. 2017, Jiang et al. 2018).

Por ejemplo, Lactobacillus, Malassezia y Candida suelen tener baja co-ocurrencia
en el ambiente vaginal. Esto podria significar que la disminucién de un grupo
favorece la colonizacion de otro (Godoy-Vitorino et al. 2018). Sin embargo, la

composicion de las colonias bacterianas y de hongos no muestran correlacion en
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su diversidad alfa. Esto es, la forma en que esta constituida una comunidad no

necesariamente afecta a la otra (Nash et al. 2017)

Es interesante mencionar que, en el LMC, de las 31 muestras que se analizaron
para 16S e ITS1, sélo 5 (16.13%) dieron positivo a ambos marcadores, los cuales
presentaban un grado de transformacion epitelial, aunque no se observé que la
transformacion epitelial tuviera relacion con que la muestra fuera positiva a 16S e
ITS1. El caso con los soplos de BA, se analizaron 22 muestras para ambos
marcadores, y 8 (36.36%) fueron positivas a ambos marcadores, sin relacion alguna
respecto al sexo o su condicion corporal. Es decir, en menos de la mitad de las
muestras analizadas fue posible obtener ADN de bacterias y de hongos, lo que por

si solo indica baja co-ocurrencia.

Investigar la co-ocurrencia y asociacion entre hongos y bacterias permite inferir de
qué manera pueden interactuar diferentes dominios en un nicho (Zhang et al. 2018,
Pawlowska 2024). Las redes entre dominios muestran por lo general una mayor
conectividad y comunidades mas robustas que las redes de un solo dominio, lo que
significa que los hongos y las bacterias cumplen roles importantes en la
estabilizacion del microbioma (Lee et al. 2022). Ademas, las comunidades entre
bacterias y hongos suelen sufrir modificaciones cuando su entorno esta perturbado
0 en estrés que solo son visibles al observar la comunidad en su conjunto y no por

separado (Gao et al. 2022).

Si bien en esta tesis no se evaluaron cambios en la red entre cambios epiteliales o
condicion corporal, observar los patrones de asociacion nos permite identificar
posibles grupos funcionales para estudiar su impacto en diferentes condiciones del

hospedero.

En las redes de co-ocurrencia de hongos y bacterias del LMC y BA se observo que
la mediana del degree aumentd en los dos casos, es decir, los nodos co-ocurren
con mas nodos en promedio. También se observa como el diametro de la red se
reduce, esto refleja como las distancias entre dos nodos disminuyen haciendo la red
mas compacta. El indice de clusterizaciébn solamente aumenté en la red de

bacterioma-fungoma del LMC, puesto que en la de la BA disminuyd.
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Las comunidades estimadas a partir de las redes de coocurrencia de hongos y
bacterias tanto en LMC y BA estaban constituidas total o parcialmente por
microorganismos de un solo reino, sin haber agrupaciones donde la coocurrencia
fuese equitativa. Esto refleja nuevamente baja coocurrencia entre hongos y

bacterias.

En el LMC, la familia Malasseziaceae tuvo indices de asociacion mas altos con las
bacterias Leptotrichiaceae, Rhodobacteriaceae y Lachnospiraceae. Malassezia se
ha reportado como un hub importante para la co-ocurrencia de hongos y bacterias,
especialmente en procesos oncogénicos en humanos (Narunsky-Haziza et al.
2022). Aspergillaceae también tuvo correlacién positiva con Ruminococcaceae.
Este tipo de relacion también se ha reportado en el tracto gastrointestinal en
humanos sanos (Maas et al. 2023). Por su parte, en la BA, la familia
Cladosporiaceae fue la que tuvo mas correlaciones positivas con familias
bacterianas como Moraxellaceae, Lachnospiraceae y Prevotellaceae, entre otras.
Esto es interesante dado que estos grupos de bacterias fueron determinados como
componentes del bacterioma central en la ballena azul por Dominguez-Sanchez
(2020) y Cladosporium sp. fue dominante entre hongos, lo que podria indicar
mutualismo en el tracto respiratorio, pues en ocasiones la actividad bacteriana
puede favorecer el crecimiento de hongos, como se ha reportado en plantas
(Kobayashi y Crouch, 2009), aunque en el contexto del microbioma respiratorio este

tipo de interacciones debe ser explorado con mas detalle aun.
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8. CONCLUSIONES

Esta tesis es la primera, a nivel mundial, en estudiar el fungoma epitelial de
mamiferos marinos, con énfasis en dos especies, que son centinelas de su
ecosistema. El estudio amplio del microbioma nos permite entender como interactia
un hospedero con los microorganismos de su entorno y de qué formas modulan
varios aspectos importantes de su vida como la reproduccion, el crecimiento, el
comportamiento y salud. Los hongos son microorganismos que se estudian mas
frecuentemente asociados a plantas o como patdgenos en animales, pero su papel

en el microbioma cada vez va siendo mas reconocido.

El estudio del fungoma enfrenta retos inherentes al propio microorganismo, asi
como limitaciones técnicas: desde la colecta de la muestra, el tipo de identificacion
a usar, la ausencia de un marcador molecular universal, la base de datos de

referencia y la variabilidad de su abundancia.

En este trabajo se observé que la deteccion de ADN de hongos por PCR requiere
al menos 0.003 ng/uL de ADN de hongos, y que el marcador ITS1 es mas

informativo para describir las comunidades de hongos de mamiferos marinos.

Se evaluaron en conjunto muestras bioldgicas de diferentes mamiferos marinos,
pero soOlo se pudieron secuenciar las correspondientes a ballena azul, ballena gris,
elefante marino del norte, cachalote y lobo marino de California. De entre todos, se

compartieron 72 ASVs, que representaron el 11% del total.

Para el caso del epitelio genital del lobo marino de California, su fungoma central,
determinado por un minimo de 75% de ocurrencia y 2% de abundancia, esta
constituido por 11 ASVs de los géneros Malassezia, Rhizopus, Cladosporium,
Alternaria, Chateomium, Symmetrospora y Albifimbria, y al observar la red de co-
ocurrencia especies menos abundantes como Colletrotichum sp. y Candida albicans
pueden ser clave para mantener la integridad de la comunidad. Sus indices de alfa
diversidad indican que esta dominado por unas cuantas especies, mientras que su
beta diversidad nos muestra que el fungoma responde a una regionalizacion por

colonias reproductivas. Ademas, se observdO que los hongos de la clase
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Tremellomycetes son mas abundantes en lobos marinos de California con
transformacion epitelial posiblemente por favorecerse de un entorno proinflamatorio,
y los Dothideomycetes son mas abundantes en hembras que en crias quiza porque

éstas aln no terminan de moldear su microbioma.

Con la ballena azul, usando los mismos criterios, el fungoma central del tracto
respiratorio estuvo dominado por 13 ASVs de los géneros Malassezia,
Cladosporium, Rhizopus, Alternaria, Chaetomium, Lectera, Aspergillus,
Pleosporaceae y Debaryomyces, y la red de co-ocurrencia permitié inferir un papel
regulador de la comunidad de Candida zeylanoides, Penicillium y Coniothyriaceae.
Ademas, se observé una subcomunidad con alta interconectividad de ASVs (lo que
implicaria alta coocurrencia) de 155 ASVs de los phyla Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota y Mucoromycota. Los indices de diversidad alfa nos indicaron, al
igual que en el caso del LMC, que la comunidad estd dominada por unos cuantos
taxones. Las diferencias observadas en su diversidad beta, con la distancia UniFrac
ponderada entre sexos, nos indic6 que hay grupos filogenéticos con diferentes
abundancias. Ademés, se observdO que los Saccharomycetes tienen mayor

abundancia en machos que en hembras quiza por diferencias conductuales.

Finalmente, se analizo la relacion del bacterioma con el fungoma en el lobo marino
de California y ballena azul. En ambos casos ocurrié una baja co-ocurrencia, sin
embargo, tras el andlisis de redes de co-ocurrencia es posible inferir un papel
mediador de los hongos y bacterias entre si pues la red aumenta su
interconectividad y la comunidad se vuelve mas robusta. Los hongos con mayor co-
ocurrencia en ambas redes fueron Aspergillaceae, Malasseziaceae,
Cryptococcaceae y Cladosporiaceae, con bacterias de las familias
Ruminococcaceae, Moraxellaceae, Christiansenellaceae, Lachnospiraceae Yy
Prevotellaceae lo que podria indicar actividad sinérgica o mutualista entre estos

hongos y bacterias especificamente.

En esta tesis se desafio la hipotesis central propuesta que indica que “el fungoma

epitelial es diferente dependiendo de caracteristicas fisiolégicas del hospedero”.
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Esta hipotesis fue comprobada. Las hipétesis secundarias también se comprobaron.

Especificamente, se determind lo siguiente para cada hipoétesis de trabajo:

Hipotesis: ElI fungoma del tracto genital de Zalophus californianus varia de
acuerdo con el estado de transformacion epitelial. Los hongos de la clase
Tremellomycetes tienen mayor abundancia en LMC con cambios epiteliales.
Es importante mencionar que la edad también es un factor importante para

el fungoma, pero sobre todo la region ecoldgica.

Hipotesis: El fungoma del epitelio respiratorio de Balaenoptera musculus
difiere dependiendo de la condicién corporal. Existen familias de hongos que
sOlo estan presentes en ballenas con condicion corporal mala, asi como
familias de hongos que sélo estan ausentes en estas ballenas. Esto podria
indicar una tendencia de taxones que estan presentes en una condicion u
otra, pero es necesario un estudio con mayor tamafio de muestra para
confirmarlo. No obstante, las mayores diferencias en el fungoma se observan

entre sexos.

Hipétesis: Los elementos que conforman al fungoma de Z. californianus y B.
musculus estan asociado a elementos especificos del bacterioma epitelial de
cada especie. La co-ocurrencia de hongos y bacterias es mas bien baja, pero
fue posible identificar familias de hongos que se asocian a ciertas familias de
bacterias, como Aspergillaceae con Ruminococcaceae en Z. californianus, o

Cladosporiaceae y Prevotallaceae en B. musculus.
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10.ANEXOS

Anexo 1. Reportes de hongos que infectan a diversas especies de mamiferos marinos.

Género de Organos afectados u
hongo Especie afectada Condicién del animal origen de la muestra Fuente
Cephalorhyrj_chus Llevadp a cautlvgrlo. Muere Pulmonar Joseph et al. 1986
commersonii después de 10 dias
IDeIphlnapterus Cautiverio Exhalado respiratorio Young et al. 1999
eucas
Lissodelphis borealis LEECO R CETITET, NS Pulmonar Joseph et al. 1986
P después de 12 dias p :

Aspergillus _ o ) )
Orcinus orca Cautiverio Sistémico Abdo et al. 2009
Phocoena phocoena Varado, post mortem Oido medio ggilgdmousaw el
Pontoporia blainvillei  Varado, post mortem Pulmonar Romano et al. 2020

Blastomyces

Candida

Stenella coeruleoalba

Tursiops truncatus
Eumetopias jubata

Tursiops truncatus

Zalophus
californianus

Callorhinus ursinus

Delphinapterus
leucas

Eubalaena australis

Globicephala
melaena

Grampus griseus

Halichoerus grypus

Lagenorhynchus
obliquidens
Mirounga
angustirostris

Orcinus orca
Phoca largha
Phoca vitulina

Phocoena phocoena

Pseudorca
crassidens

Steno Bredanensis

Trichechus inuguis

Trichechus manatus

Tursiops truncatus

Zalophus
californianus

Varado vivo, muerto después

Cautiverio
Cautiverio

Cautiverio
Cautiverio
Cautiverio
Cautiverio
Varado, post mortem
Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio
Cautiverio
Cautiverio

Cautiverio
Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Respiratorio

Pulmonar

Pulmén, bazo, higado y
rifion

Sin informacién
Sistémico

Uniones mucocutaneas
Exhalado respiratorio
Piel dorsal y ventral
Sistémico

Exhalado respiratorio
Uniones mucocutaneas

Exhalado respiratorio

Uniones mucocutaneas
Sistémico

Piel, rostro

Uniones mucocutaneas
Sistémico

Exhalado respiratorio

Exhalado respiratorio

Oral, fosas nasales y
genital

Oral, fosas nasales y
genital

Exhalado respiratorio

Uniones mucocutaneas

Grattarola et al. 2018
Higgins 2000

Higgins 2000

Higgins 2000
Zwick et al. 2000
Dunn et al. 1984
Higgins 2000
Mouton et al. 2009
Dunn et al. 1982

Shirakata et al. 2022
Dunn et al. 1984

Shirakata et al. 2022
Dunn et al. 1984
Ridgway 1979

Eo y Kwon, 2014

Dunn et al. 1984
Dunn et al. 1989

Takahashi et al. 2010

Takahashi et al. 2010

Sidrim et al. 2015

Sidrim et al. 2015

Shirakata et al. 2022

Dunn et al. 1984

(continda en
siguiente pagina)
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Género de

Organos afectados u

hongo Especie afectada Condiciéon del animal origen de la muestra Fuente
Enhydra lutris Post mortem Pulmonar, Sistémico Iz—lgfgabone etal.
Phoca vitulina Varado, post mortem Sistémico Iz—lglcgabone etal.
Coccidioides Tursiops truncatus Varado, post mortem Pulmonar Higgins 2000
varado. post mortem Pulmonar, peritoneal y Huckabone et al.
Zalophus P sistémico 2015
californianus Seyedmousavi et al
Cautiverio Sin datos 2018
Lagenorhynchus L -
obliquidens Cautiverio Pulmonar Higgins 2000
Phoca vitulina Varado, post mortem Pulmonar ggi/gfjbmousaw snell
Stenella coeruleoalba Cautiverio Sistémico ggilgf:ibmousaw el
Cryptococcus oral t |
Trichechus inuguis Cautiverio ral, fosas nasales y Sidrim et al. 2015
genital
Tursiops truncatus Cautiverio Pulmonar Miller et al. 2002
ZaI_ophl_Js Varado Sistémico McLeland et al. 2012
californianus
Kogia breviceps Cautiverio P|e! /cabeza, rostro y Mouton y Botha 2012
regiéon caudal
Lagenorhynchus S Piel cabeza, rostro y
Fusarium acutus Cautiverio regi6n caudal Mouton y Botha 2012
Zalophus - . Dierauf y Gulland
californianus No especificado Piel 2001
Halichoerus grypus No especificado Piel ZD('J%rfo y Gulland
Cautiverio Sistémico Morita et al. 2001
Enhydra lutris H i
Histoplasma Post mortem Sistémico BRI e i
al. 2014
Tursiops truncatus Cautiverio Pulmonar Jensen et al. 1998
Lacazia . - . Vilela et al. 2016,
(Paracoccidioides) Tursiops truncatus Vida libre Piel Duignan et al. 2020
Zalophus L . Guillot et al. 1998,
. californianus CrLivETe Plel sl ks Hadina et al. 2019
Malassezia
Mucor Orcinus orca Cautiverio Sistemico Abdo et al. 2012
Balaenoptera edeni Varado, post mortem Sistémico Groch et al. 2018

Nannizziopsis

Rhodotorula

Stagonosporopsis

Trichosporon

Trichechus manatus

Trichechus inuguis

Otaria flavescens

Balaenoptera edeni

Trichechus manatus

Trichechus inuguis

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Varado, post mortem

Cautiverio

Cautiverio

Oral, fosas nasales y
genital

Oral, fosas nasales y
genital

Piel de rostro y aletas
Sistémico

Oral, fosas nasales y
genital

Oral, fosas nasales y
genital

Sidrim et al. 2015

Sidrim et al. 2015

Alvarez-Perez et al.
2010
Groch et al. 2018

Sidrim et al. 2015

Sidrim et al. 2015
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Anexo 2. Abundancia diferencial de hongos del epitelio genital del lobo marino de California por familia entre

regiones ecoldgicas.
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Anexo 3. Abundancia diferencial de hongos del exhalado respiratorio de la ballena azul. Se presentan los

resultados por familia entre distintas condiciones corporales de los animales.
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Anexo 4. Abundancia diferencial de hongos del exhalado respiratorio de la ballena azul. Se presentan los

resultados por familia, entre sexos.

sowosp B

ssiqusy B

soups sssquisH
*

seasepseydsoleia) )

= =

seasepodonuy |

oxes * %

SRIIEUDIN |

[ — —

sesoEaRWOD }

=8 5

aeaaeyodsopeis |

oxes
souoEp SEIqWSH

== —

soomp sEiquisy soomp sEiquisy
{ [ — ]

—— ——

seasesodsonawks ) seaveAnoqiDHE | seave0IO0s )

T eme MEEE

SIpas PRI Wy ]

T T =,

seeRRrdsoag )

sEasRICONN | SpRS AEURIU Wy

. -
aeaseiprseqors ) seaceosepodin ) sesorpatuokiegen )
—— ——
.
S|pas ELRc| we) ]} 3 2ERNUALID )

souoE SEIQUIH

SEDIBNLIIRM )

=

seacensEwanOISIS )

IT%

awasvuIRdsoIRUd )

aesoeiewanonIoT |

e

sewmepmeqoisio )

—_—

souoEyy ssiquisy

— ==

e

J.._Iju

sescepaUOIes )

——

aeacwRIfwoIeeIRNd )

sowpe sesquisH

earRUIWOYIL] )

==

PO De1 U] Wy SO EIALOIEYIEE

—

awsomausonad §

SIpOS TS| L) i

——

araova0ooidiin )

+IOI

5pas aeLRou| W)

owateuAoo0 )

-+ =+

aeaonmBiadsy

z
3
£
~
i ®
=& —
o2
8



	PORTADA
	LICENCIA
	AGRADECIMIENTOS 
	DECLARATORIA DE AUTORÍA Y ÉTICA PROFESIONAL 
	TABLA DE CONTENIDOS  
	LISTADO DE CUADROS 
	LISTADO DE FIGURAS 
	RESUMEN
	1. INTRODUCCIÓN 
	2. ANTECEDENTES
	3. HIPÓTESIS
	4. OBJETIVOS 
	5. METODOLOGÍA 
	6. RESULTADOS
	7. DISCUSIÓN 
	8. CONCLUSIONES 
	9. REFERENCIAS

