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RESUMEN

La importancia de los hongos para los corales ha sido bien documentada, pero sus
funciones en el ecosistema ain no estdn completamente comprendidas. Se sabe que
pueden participar en la descomposicion de la materia organica, en la regulacion de
microalgas endoliticas, asi como en la estimulacion de la produccion de carbonato de
calcio en los corales, y algunos también pueden ser patdogenos para ciertas especies de
corales. Sin embargo, la diversidad y funcion de hongos asociados a corales en el
Caribe Mexicano ha sido poco explorada. En el presente estudio, se realizo la
caracterizacion de las comunidades fungicas asociadas a colonias de S.siderea, O.
faveolata y M. cavernosa aparentemente sanas y afectadas por la enfermedad de
pérdida de tejido de corales pétreos (SCTLD) en el Caribe Mexicano, a través de la
secuenciacion masiva de la region del espaciador transcrito interno 1y 2 (ITS1y
ITS2). Se recuperaron 394 lecturas correspondientes a hongos, a partir de las cuales se
lograron identificar 23 OTUs. La mayor riqueza de hongos se detect6 en M.cavernosa,
tanto en muestras aparentemente sanas como enfermas. Aspergillus y Malassezia
fueron detectados en los dos tipos de muestras de esta especie, en contraste
Cladosporium y Ascotricha Unicamente estuvieron presentes en las muestras enfermas.
Las muestras aparentemente sanas de S.siderea estuvieron dominadas por Malassezia,
mientras que Dirina fue el hongo dominante en las muestras enfermas de esta especie
de coral. O.faveolata presentd la menor riqueza de hongos, ya que sélo se detectd
Malassezia, tanto en muestras aparentemente sanas como enfermas. Este trabajo
reporta por primera vez la presencia del hongo liquenizado Dirina paradoxa en
muestras enfermas de Siderastrea siderea, lo cual resalta la necesidad de investigar
posibles asociaciones entre algas simbiontes de coral con este hongo, en futuros
estudios de ecologia de arrecifes coralinos.



ABSTRACT

The importance of fungi for corals has been well documented, but their roles in the
ecosystem still need to be fully understood. It is known that they can participate in the
decomposition of organic matter, in the regulation of endolithic microalgae, as well as
in stimulating the production of calcium carbonate in corals, and they can also be
pathogens for certain coral species. However, the diversity and function of fungi
associated with corals in the Mexican Caribbean have been poorly explored. In the
present study, the characterization of fungal communities associated with apparently
healthy colonies of S. siderea, O. faveolata, and M. cavernosa, as well as those affected
by Stony Coral Tissue Loss Disease (SCTLD), was conducted in the Mexican
Caribbean, through massive sequencing of the Internal Transcribed Spacer 1 and 2
regions (ITS1 and ITS2). A total of 394 reads corresponding to fungi were recovered,
from which 23 Operational Taxonomic Units (OTUs) were identified. The highest
richness of fungi was detected in M. cavernosa, both in apparently healthy and diseased
samples. Aspergillus and Malassezia were detected in both types of samples of this
species, but Cladosporium and Ascotricha were only present in diseased samples.
Apparently healthy samples of S. siderea were dominated by Malassezia, while Dirina
was the dominant fungus in diseased samples of this coral species. O. faveolata
presented the lowest richness of fungi, as only Malassezia was detected in both
apparently healthy and diseased samples. This study reports for the first time the
presence of the lichenized fungus Dirina paradoxa in diseased samples of Siderastrea
siderea, highlighting the need to investigate possible associations between coral
symbiotic algae with this fungus in future studies of coral reef ecology.
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INTRODUCCION

Los arrecifes de coral del Caribe, ademas de ser estructuras fascinantes por si mismas,
son también sitios de crianza para muchas especies (Nagelkerken et al., 2000) y son
focos importantes de biodiversidad marina. Poseen un alto valor turistico vy
econdmico, ya que generan varios servicios eco-sistémicos. Su estructura, por
ejemplo, protege las costas en caso de huracanes (Adams, 2001), aunado al hecho de
que es un area de cria de muchos animales marinos (Nagelkerken et al., 2000).
También son sitios de turismo y recreacién, sin contar con el hecho notable que los
arrecifes de coral caribefios son estructuras milenarias que existen desde el Plioceno

(McNeill et al., 1997).

A pesar de su enorme importancia, en la ultima década, los arrecifes de coral del
Caribe mexicano han sido duramente afectados por los cambios climaticos, las
enfermedades y la presidon antropogénica (Rioja-Nieto et al., 2019). Dentro de las
enfermedades mas letales que se han registrado en esta regidon se encuentra la
enfermedad de pérdida de tejido de los corales duros (Alvarez-Filip et al., 2019), a la
cual nos referiremos en adelante por sus siglas en inglés SCTLD (Stony Coral Tissue

Loss Disease).

Dado su condicién de holobiontes, la salud de los corales esta influenciada por una
red compleja de interacciones bioldgicas entre su microbioma. En los Ultimos afios, ha
habido un fuerte enfoque en la investigacion de las comunidades bacterianas
relacionadas con los corales, sin embargo, hay una falta de estudios en cuanto a las
comundiades de micro-eucariotas (Ainsworth et al., 2017) y de hongos en particular

(Roik et al. ,2023).

Este estudio se enmarca en la investigacidn de ciencia basica, representando uno de
los primeros esfuerzos en México para explorar las comunidades fungicas asociadas a
corales en el contexto de la SCTLD. Al abordar las interacciones entre los hongos vy los
corales en ese enfoque, se pretende contribuir a la comprensién global de la

microbiologia de corales e identificar posibles cambios en las comunidades fungicas.



Espécificamente se estudiaron los cambios en las comunidades fungicas de los corales
M.cavernosa, S.siderea y O.faveolata en ejemplares aparentemente sanos y afectados

por la SCTLD en el Caribe mexicano.

MARCO TEORICO

Hongos Marinos

Los hongos son organismos eucariotas pertenecientes al supergrupo Opisthokonta,
ampliamente distribuidos tanto en ecosistemas terrestres como en ecosistemas
acuaticos. El debate continua sin resolverse en cuanto a si los hongos primigenios
evolucionaron en entornos acuaticos continentales o marinos, no obstante, su origen
en medios acuaticos ha sido concluyentemente establecido (Grossart et al., 2019). En
cuanto a su clasificacién, debido a que no son un grupo monofilético, se usa la
clasificacion de “Reino”. Esta nomenclatura esta actualmente regulada por el Cédigo
Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y plantas y es enmendada por la
Sesién de Nomenclatura del Congreso Micoldgico Internacional (IMC) bajo los

auspicios de la Asociacion Micolégica Internacional (Fang Wang et al., 2022).

Los hongos se caracterizan por la ausencia de fagotrofia, la cual perdieron en su
evolucidon temprana (James et al., 2006) y por la presencia de una pared celular
compuesta de quitina (Naranjo-Ortiz y Gabalddn, 2019). Aunque el niUmero exacto de
especies fungicas existentes permanece desconocido, las estimaciones varian
significativamente, oscilando entre 1.5 y mas de 5 millones de especies. Hasta el afio
2017, los registros taxondmicos indicaban la descripcion de aproximadamente
120,000 especies de hongos (Hawksworth y Liicking, 2017), lo que representa menos
del 10% del total estimado de especies fungicas. En contraste, se ha alcanzado un nivel
de identificacidn cercano al 98% de las especies estimadas de plantas vasculares, que

ascienden a un poco mas de 400,000 especies (Ulloa Ulloa et al., 2017).

En términos de investigacidn y esfuerzo cientifico, existe una marcada disparidad en
cuanto al estudio de los hongos y otros grupos de organismos (Roth et al., 2023). Sin

embargo, en ecosistemas terrestres, donde han sido mas exhaustivamente
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investigados, los hongos desempeiian un papel fundamental, tanto por sus
asociaciones con plantas que pueden resultar muy beneficiosas, cdmo por su
capacidad de descomponer materia orgdnica e incluso compuestos recalcitrantes
(Blackwell y Vega, 2018). Tal es su importancia en los sistemas terrestres que han sido
reconocidos cdmo un elemento esencial en la colonizacion terrestre por parte de las
plantas. Esto se debe a las asociaciones simbidticas establecidas entre los hongos,
cianobacterias y algas, las cuales han permitido maximizar el acceso a los nutrientes
disponibles(Boddy, 2016a). A pesar de su papel relevante en biosfera terrestre, se sabe
mucho menos sobre la funcién y el potencial de los hongos marinos (Gladfelter et al.,

2019).

Los hongos marinos han sido detectados en una amplia gama de habitats marinos,
desde la superficie del océano hasta profundidades de kildmetros bajo los sedimentos
oceanicos (Gladfelter et al., 2019). Ademas, se ha documentado su presencia en el
hielo del Artico (Gunde-Cimerman et al., 2003), en ventilas hidrotermales (Burgaud
et al., 2009) y en sedimentos a 1200 metros de profundidad de la superficie del mar

(Ganesh Kumar et al., 2019).

Se ha planteado que los hongos marinos podrian estar desempefiando un papel
importante en los ciclos de poblacion del fitoplancton, en particular a través del
fenédmeno conocido como "mycoloop" el cual se debe a la capacidad de los hongos de
degradar compuestos participando asi en el ciclo de nutrientes (Ogwugwa et al.,

2022).

Asimismo, se ha postulado su contribucién a la bomba biolégica de carbono y a la
guimica de los sedimentos marinos (Amend et al., 2019). A pesar de su aparente
ubicuidad y su evidente relevancia en los sistemas terrestres, existe un conocimiento
limitado acerca de la diversidad y funcion de los hongos en los ecosistemas marinos

en general y arrecifales en particular (Roik et al., 2022).

A lo largo del tiempo, ha habido diversas definiciones propuestas para los hongos

marinos. Kohlmeyer y Kohlmeyer (1979) fueron los primeros en intentar definirlos,
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proponiendo una distincidn entre hongos marinos obligados, que esporulan y crecen
exclusivamente en ambientes marinos o estuarinos, y hongos marinos facultativos,
gue originalmente pueden provenir de ambientes de agua dulce o terrestre, pero
tienen la capacidad de crecer en ambientes marinos. Posteriormente, en 2016, Pang
y colaboradores revisaron el uso de los términos "hongos marinos" y "hongos de
origen marino" y propusieron una definicién mas amplia. Ellos definieron los hongos
marinos como aquellos capaces de: (i) crecer y/o esporular en ambientes marinos
sobre sustratos; (ii) establecer relaciones simbidticas con otros organismos marinos;

o (iii) adaptarse, evolucionar o ser metabdlicamente activos en ambientes marinos.

En esta investigacion se adoptd la definicion de hongos marinos propuesta por Pang
etal. (2016), utilizando el término "hongos marinos" para hacer referencia a cualquier
hongo registrado encontrado en ambientes marinos. Hasta la fecha, solo un
porcentaje relativamente pequeiio de las especies de hongos descritas estan
asociadas exclusivamente con ambientes marinos, con aproximadamente 1,100
especies caracterizadas exclusivamente en el ambiente marino (Amend et al., 2019).
Sin embargo, es importante destacar que muchas especies de hongos marinos tienen
un origen terrestre, ya que varios linajes de hongos han realizado transiciones
repetidas de ambientes marinos a terrestres a lo largo de la evolucién (Amend et al.,
2012). En este sentido, varios articulos relacionan las tormentas de arena con
subsecuentes blooms o proliferaciéon de hifas fungicas en arrecifes. Esto sugiere que
eventos como las tormentas de arena a miles de km de los arrecifes podrian
potencialmente influir en la dinamica de los ecosistemas marinos (Hallegraeff et al.,

2014 yHayadeh et al., 2018).

Morfologia celular y adaptaciones de hongos marinos

Los hongos son organismos eucariotas y por lo tanto, comparten muchas
caracteristicas de su biologia celular con animales y plantas. Sin embargo, varias
caracteristicas los diferencian de las plantas, la principal es que no son autotrofos y
que posén una pared celular compuesta de quitina (Feofilova et al., 2010). Otra

peculiaridad de este grupo es que algunos hongos tienen un nucleo por célula,
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mientras que otros, especificamente aquellos pertenecientes al supergrupo Dikarya,
que incluye las divisiones Basidiomycota, Ascomycota y Entorrhizomycota, tienen dos

nucleos por célula (Boddy, 2016a).

Entre los organulos Unicos de las células fungicas se encuentran el Spitzenkdrper, que
se localiza en las puntas de las hifas y desempefia un papel fundamental en la
direccién del crecimiento del hongo, y el cuerpo de Woronin presente en el grupo
Ascomycota, que participa en la respuesta de los hongos ante dafios en la membrana
celular (Watkinson, 2016). Los hongos tienen también un secretoma bien desarrollado
que les permite extraer nutrientes, incluso de compuestos altamente polimerizados y

a menudo muy hidrofébicos, como la celulosa o lignina, lo cual es muy dificil para otros

microorganismos (Money, 2016).

Figura 1. Tres tipos de morfologia fungica en ambientes marinos (de izquierda a derecha:
Saccharomyces sp., levadura; Aspergillus sp., hifa; zoospora de Chytridiomycota) y algunas
adaptaciones de los hongos marinos. Elaboracién propia en Biorender.

Los hongos marinos pueden tener tres tipos de morfologia celular: levaduras

unicelulares, hifas filamentosas y, en el caso del linaje Chytridiomycota, zoosporas
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asexuales maviles (van Hannen et al., 1999 en Roik, 2022), como se puede ver en la
figura 1. Sin importar su morfologia, todos los hongos comparten el hecho de poseer

una pared celular compuesta de quitina (Watkinson, 2016).

Los hongos filamentosos, como se puede observar en el ejemplo de la figura 1, se
caracterizan por presentar hifas septadas, es decir, que estan divididas por septos que
contienen poros. Estos poros permiten el paso de los nutrientes entre las secciones
de las hifas (Watkinson, 2016). Las hifas, cada una con una longitud de entre 2 a 20
pum en promedio, forman entramados complejos que se extienden. A este entramado
se le llama micelio. Este tipo de estructura les permite a los hongos filamentosos
colonizar diferentes tipos de sustratos y propagarse largas distancias (Seena et al.,
2022). En general, los hongos filamentosos crecen a través de sustratos soélidos,
utilizando enzimas extracelulares para cavar en el sustrato y explotar los recursos en

su entorno (Golubic et al., 2005; Le Campion-Alsumard et al., 1995).

A diferencia de los hongos filamentosos, las levaduras son unicelulares y no forman
estructuras multicelulares. Este tipo de célula se reproduce principalmente por
gemacion. En promedio, tienen un tamafio mas pequefio, ya que suelen medir entre

3y 4 um (Watkinson, 2016) .

En contraste, las zoosporas moviles de Chytridiomycota son una caracteristica
distintiva de este grupo de hongos. Las zoosporas son estructuras reproductivas
flageladas que les permiten moverse activamente en medios acuosos. Estas zoosporas
se forman en estructuras especializadas llamadas zoosporangios, que son pequeias
esferas o sacos que contienen una o varias zoosporas ( Amend et al., 2019; Roik et al.,

2022).

Las zoosporas de Chytridiomycota estan equipadas con uno o varios flagelos, que les
proporcionan la capacidad de nadar y desplazarse en el agua. Estos flagelos les
permiten moverse en busca de nuevos sustratos o en respuesta a estimulos
ambientales. Las zoosporas méviles son importantes en la dispersién y colonizacidn

de los hongos del grupo Chytridiomycota en diversos habitats acuaticos. Es importante
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destacar que las zoosporas moviles son una caracteristica especifica de los hongos del

grupo Chytridiomycota y no se encuentran en otros grupos de hongos (Sarma, 2019).

Las condiciones fisico-quimicas extremas del ambiente marino han contribuido a que
los hongos marinos tengan rutas metabdlicas y adaptaciones no vistas en sus

contrapartes terrestres (Abdel-Lateff, 2008).

Si bien todos los hongos poseen paredes celulares compuestas por multiples capas de
polisacaridos y quitina, hay diferencias cuantitativas en las proporciones de
carbohidratos, aminodcidos y amino-azlcares entre los hongos terrestres y los hongos
marinos (Ravishankar et al., 2006, en Roik et al., 2022). Ademas, la pared celular de
los hongos marinos presenta melanina, la cual incrementa la rigidez celular, asi como
la tolerancia a la alta radiacién UV y a la presidn hidrostatica que existe en los medios
marinos (Casadevall et al., 2017). Las extremas presiones hidrostdticas encontradas
en lo profundo del océano requieren adaptaciones a nivel de la transcripcién o la
codificacién de proteinas, ya que las proteinas son menos estables y las membranas
menos fluidas (Gladfelter et al., 2019). Sorprendentemente, no todos los hongos
marinos son haldéfilos; si bien algunos pueden tolerar una salinidad muy alta, la
mayoria no muestra preferencia por ella (Roik etal., 2022). Las especies mads
halotolerantes reportadas han sido las levaduras Hortaea werneckii, quienes pueden

crecer en ambientes de hasta 5 M NaCl (Hohmann et al., 2007 en Roik, 2023).

Por otro lado, se ha demostrado que cepas de Aspergillus sydowii cultivadas en
diferentes concentraciones de NaCl presentan diferencias significativas entre si, lo cual
sugiere posibles variaciones en el consumo de nutrientes y la produccién de
metabolitos secundarios dentro de las mismas especies de hongos en diferentes

condiciones de salinidad (Jimenez-Gémez et al., 2022).

Para controlar la turgencia en entornos hipertdnicos, los hongos utilizan la via de
sefializacién de alta osmolaridad del glicerol para aumentar la actividad de las bombas
de expulsiéon de sal y crear osmolitos compatibles con las funciones celulares

(Gladfelter et al., 2019). Otra adaptacién que presentan los hongos marinos es la
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presencia de un flagelo en algunos tipos de esporas asexuales, las cuales también
tienen otros tipos de adaptaciones, como apéndices extensos que las mantienen en
la columna de agua durante mas tiempo. Es notable que este tipo de células solo se

encuentra en los linajes de Chytridiomycota (Watkinson, 2016).

Modos de vida tréficos en hongos

Estimar la diversidad funcional de los hongos en los arrecifes representa un desafio
debido a varias razones, en particular la plasticidad de los hongos, que les permite
adaptarse a una amplia variedad de sustratos y de transitar entre distintas estrategias

tréficas (Naranjo-Ortiz y Gabaldén, 2019).

A pesar de estas dificultades, los hongos en los arrecifes se pueden clasificar en tres
grupos tréficos con los que se estudian los hongos terrestres (segun Tedersoo et al.,
2014): patotrofos, simbidtrofos y saprétrofos. Los patétrofos obtienen nutrientes al
danar las células del hospedero, los simbidtrofos obtienen nutrientes mediante el
intercambio de recursos con las células del hospedero, y los saprétrofos obtienen
nutrientes al descomponer células muertas del hospedero. Aunque estas definiciones
tréficas pueden variar entre diferentes campos de estudio, estas categorias amplias
son utiles en la ecologia de las comunidades fungicas, ya que reflejan los principales
habitos alimentarios de los hongos (Nguyen et al., 2016). Los hongos patdtrofos
abarcan varios grupos de hongos que han adoptado un estilo de vida parasitario. Los
hongos parasitos de invertebrados utilizan sus habilidades para degradar la quitina
para atacar al huésped. Por otro lado, los parasitos de vertebrados deben ser capaces

de superar el sistema inmunoldgico del huésped (Naranjo-Ortiz y Gabaldon, 2019).

Los hongos simbidtrofos representan una categoria importante dentro del reino Fungi,
caracterizada por establecer relaciones simbidticas mutuamente beneficiosas con
otros organismos. Estas asociaciones simbidticas pueden clasificarse en dos tipos
principales: micorrizas y liquenificacidon. Las micorrizas son simbiosis entre hongos y
las raices de plantas superiores. En este tipo de relacion, los hongos micorricicos se

benefician de los compuestos organicos producidos por las plantas hospedadoras,
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mientras que, a su vez, los hongos proveen a las plantas nutrientes esenciales, como
fésforo, a través de una mayor capacidad de absorcidn y exploraciéon del suelo. Estas
asociaciones simbidticas, principalmente las ectomicorrizas y las arbusculares,
desempefian un papel crucial en el ciclo de nutrientes y la salud de los ecosistemas
terrestre (Boddy, 2016b). En los ecosistemas marinos, se han registrado hongos que
podrian estar teniendo asociaciones de tipo micorriza con algas (Wainwright et al.,

2017) pero aun se sabe muy poco sobre estas asociaciones en el arrecife.

Por otro lado, la liquenificacién representa una simbiosis establecida entre hongos y
algas o cianobacterias fotosintéticas. Los hongos liquenizados proporcionan un
entorno protegido y condiciones adecuadas para el crecimiento de las algas o
cianobacterias, mientras que estos organismos fotosintéticos suministran a los hongos
compuestos organicos producidos mediante la fotosintesis. Juntos, forman
estructuras llamadas liquenes, los cuales pueden colonizar una amplia variedad de
sustratos, incluyendo rocas, arboles, suelo y sustratos artificiales (Naranjo-Ortiz &
Gabaldon, 2019). Estas asociaciones simbidticas entre hongos y otros organismos
desempeiian un papel fundamental en la biodiversidad, la estabilidad de los
ecosistemas y el funcionamiento de los ciclos biogeoquimicos (Asplund y Wardle,
2016; Rodriguez et al., 2004). En los ecosistemas marinos, los liquenes han sido muy
poco estudiados, pero si han sido registrados, sobre todo en rocas de las costas y
litorales. Sin embargo, también algunos estudios han mencionado que en entornos
marinos se puede desarollar el fenémeno de micoficobiosis (Hawksworth, 1987), es
decir cuando el alga forma la estructura externa del liquen, contrariamente a lo que
suele suceder en los liquenes terrestres. Esto plantea posibilidades de fénomenos de

liquenizacidn “adentro” de ciertas algas (Hawksworth, 2000).

Los hongos saprotrofos constituyen un grupo importante dentro de la division Fungi
gue descompone la materia organica muerta. Estos hongos desempefian un papel
fundamental en el ciclo de la materia y el reciclaje de nutrientes en los ecosistemas.
Se alimentan de materia organica en descomposicion secretando enzimas

extracelulares que descomponen los compuestos organicos complejos en moléculas
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mas simples que pueden ser absorbidas por el hongo. Este proceso de
descomposicioén es esencial para liberar nutrientes y hacerlos disponibles nuevamente

para otros organismos en el ecosistema (Watkinson et al., 2016).

Muchos hongos tienen la capacidad de transitar entre diferentes modos tréficos, lo
que significa que pueden cambiar su forma de obtener nutrientes (Lutzoni et al.,
2001). Por ejemplo, un hongo saprotréfico puede volverse patdtrofo en ciertas
condiciones. Esta plasticidad y adaptabilidad son caracteristicas importantes de los
hongos y les permiten aprovechar diferentes recursos disponibles en su entorno

(Amend et al., 2019).

Al igual que las bacterias marinas, muchos hongos marinos no se pueden cultivar en
laboratorio, es decir, no se pueden aislar colonias puras utilizando los métodos de
cultivo tradicionales. Por lo tanto, las técnicas moleculares, como la secuenciacién del
ADN, son necesarias para estudiar y estimar la biodiversidad de los hongos marinos.
Las especies de hongos "no cultivables" representan un desafio importante en el
campo de la micologia marina (Gladfelter et al., 2019) . El aislamiento de colonias
axénicas sigue siendo el estdndar para la identificacion, descripcion y secuenciacion
de genomas de nuevas especies de hongos marinos. Sin embargo, debido a la
dificultad de cultivar muchos hongos marinos, se requiere un enfoque basado en
técnicas moleculares para comprender y caracterizar las comunidades fungicas en los

ecosistemas marinos (Rosenberg et al., 2007).

Nichos ecoldgicos de hongos en arrecifes

Los hongos de los arrecifes pueden existir en varios tipos de nichos ecolégicos, es decir
microambientes que presentan condiciones fisico-quimicas diferentes (Ricci et al.,
2019). En la figura 2 se puede ver un esquema de algunos de esos micro-nichos

ecoldgicos en los arrecifes de coral.

18



(1)
(2)
(3)
4]
(5)
(6)

Figura 2. Nichos ecoldgicos de hongos en arrecifes de coral. Elaboracion propia en Biorender. En base
a Roik, 2023. Elaboracién propia en Biorender.

En el ambiente en "vida libre", es decir, en la columna de agua, existen distintas
caracteristicas a tener en cuenta. La luz es un factor crucial para los organismos
fotosintéticos presentes en el agua, como las algas, las cuales pueden servir de

sustrato o asociarse con los hongos en esta zona (Boddy, 2016b) .

Otros factores importantes en la columna de agua son el flujo del agua, que puede
influir en la dispersién de esporas y células fungicas, y los nutrientes. Los arrecifes en
estado 6ptimo son ambientes oligotréficos, pero los arrecifes degradados suelen
tener mayor concentracion de nutrientes en el agua (Desrosiers et al., 2013), lo que
podria favorecer la proliferacién de hongos en la columna de agua. En este ambiente,
no se suelen encontrar hongos con morfologia hifal, ya que estos hongos requieren
un sustrato sélido para crecer. Sin embargo, se han registrado levaduras, como
Candida spencermartinsiae, en la columna de agua de arrecifes en Florida y Belice

(Statzell-Tallman et al., 2010).

En cuanto a los corales, se trata de cnidarios compuestos por una red interconectada
de podlipos que comparten una superficie epitelial continua y un sistema
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gastrovascular interno. Los corales son diploblasticos, lo que significa que tienen dos
capas de tejido distintas: la epidermis y la gastrodermis, que provienen del ectodermo
y endodermo, respectivamente (Putnam et al., 2017). El tejido de coral presenta un
rango de espesor que va desde micrémetros hasta centimetros y muestra una
estructuracion espacial. Durante el dia, la luz solar penetra en el tejido coralino,
llegando solo pequefias cantidades de luz principalmente en la region del rojo lejano
hasta el esqueleto. Los niveles de oxigeno son altos cerca del tejido y en la zona algal
endolitica debido a la fotosintesis, lo cual también se refleja en un pH elevado en esas
zonas. Durante la noche, el oxigeno se agota del esqueleto debido a la respiracién, y
los niveles de pH disminuyen (Ricci et al., 2019). Ademas, los tejidos de los corales
pueden volverse andxicos en la oscuridad, llegando a tener menos del 2% de

saturacién de aire (Wangpraseurt et al., 2016).

El mucus de coral, compuesto por glicoproteinas y lipidos poliméricos, proporciona un
entorno nutritivo en el cual una comunidad microbiana diversa prospera, destacando
la alta especificidad del hospedero (Rohwer et al., 2002). A pesar del constante
contacto del mucus de coral con el agua marina circundante, las comunidades
microbianas prevalentes muestran una superposicion minima (Rohwer et al., 2001).
Ademas, se ha planteado la hipdtesis de que la comunidad microbiana presente en el
mucus del coral actia como una barrera defensiva, protegiendo al coral de
microorganismos invasores mediante la produccion de sustancias antimicrobianas o
simplemente ocupando este nicho de interfaz (Rosenberg et al., 2007). Se trata de un
sistema altamente dindmico, caracterizado por variaciones en su organizacidn
molecular y composicién a lo largo del tiempo y entre diferentes especies de coral
(Glasl et al., 2016). Este ambiente es alto en lipidos (Roik et al., 2023) por lo que podria

albergar comunidades de hongos lipofilicas.

En cuanto a la estructura calcarea, las condiciones fisico-quimicas son muy
fluctuantes, lo cual convierte a este microambiente en un lugar extremo. Las
fluctuaciones diarias en el pH pueden variar de 7.5 a 8.5, el rango de oxigeno va del

10% al 60% de saturacién (Jimenez et al., 2008), la luz varia del 0% al 10% de PAR y
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hasta un 80% de NIR (Pernice et al., 2020). También es importante mencionar que las
concentraciones de nitrégeno inorgdnico disuelto son 10 veces mayores que las del
agua circundante en el arrecife (Pernice et al., 2010). Los hongos que habitan en este
microambiente pueden clasificarse en dos tipos: los criptoendolitos, que se
encuentran dentro de la estructura porosa, y los euendolitos, que penetran
activamente los sustratos calcareos y dejan trazas de perforaciones microscépicas (Le

Campion-Alsumard, 1999).

Los hongos también se pueden encontrar en los sedimentos de los arrecifes. Los
sedimentos de arrecifes estdn compuestos principalmente por carbonatos de calcio,
ya que generalmente consisten en una variedad de fragmentos esqueléticos, conchas
y partes duras de organismos calcificadores asociados a la formacion de arrecifes. Por
lo tanto, los sedimentos representan restos directos de corales, algas rojas, algas
verdes, foraminiferos, moluscos y otros organismos, o se derivan de la actividad de
bioerosionadores como esponjas perforadoras, peces loro y erizos de mar (Perry et
al., 2008). La granulometria de estos sedimentos suele ser fina a media y suelen
presentar una estructura porosa, lo que significa que entre las particulas de sedimento
hay espacio para el intercambio de agua, gases y nutrientes (JanBen et al., 2017), lo

cual también propicia la presencia de hongos.

Por ultimo, los hongos también se pueden encontrar en otros organismos del arrecife,
como peces, crustdceos y esponjas, entre otros (Roik et al., 2022 y Ainsworth et al.,

2017).

Interacciones de las comunidades fungicas en el holobionte

Todas las comunidades de microorganismos del holobionte coral estan en interaccion,
no solo con el hospedero, si no entre ellas. Las interacciones suelen estar ligadas al

modo de vida tréfico, aunque no siempre de manera directa.
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Figura 3. Algunos de los microorganismos con los que los hongos tienen interacciones. Elaboracion
propia en Biorender.

En la figura 3 se pueden observar algunas de las relaciones que pueden mantener los
hongos dentro del holobionte de coral. Las comunidades fungicas del holobionte de
coral interactuan con diferentes especies de microalgas que habitan en los corales, asi
como con bacterias, virus, arqueas, nematodos y otros protistas, entre otros. Estas
interacciones pueden ser beneficiosas, negativas o neutras para los hongos. Ademas,

las diversas especies de hongos también interactian entre si (Boddy, 2016b).

Es importante destacar que todos los hongos interactian negativamente con otros
organismos en algin momento de sus vidas. Para algunos hongos, la interaccién
negativa es una forma de vida y su principal manera de obtener nutrientes, como en
el caso de patdgenos o parasitos. Para otros hongos, la interaccidn negativa también
esta relacionada directa o indirectamente con la obtencién de alimentos, lo cual a

menudo se describe como competencia. La competencia se refiere al efecto negativo
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gue un organismo tiene sobre otro debido al consumo de un recurso de disponibilidad

limitada o al control del acceso a dicho recurso (Watkinson et al., 2016).

La comprension de estas interacciones se ve facilitada por la clasificacion de los
hongos en diferentes gremios funcionales. El concepto de gremio funcional, también
conocido como 'grupo funcional' fue propuesto por Schimper y Fisher en 1902 y se
refiere a un grupo de especies, relacionadas o no, que explotan la misma clase de

recursos ambientales de manera similar (Root, 1967 en Nguyen, 2016).

Los hongos se agrupan en gremios como patégenos animales, hongos micorricicos,
endofitos foliares, micoparasitos, entre otros, lo que permite analizar cdmo estos
grupos interactian dentro del arrecife coralino. En conjunto, la comprensién de los
gremios de hongos nos permite tener una aproximacion a las interacciones que llevan
a cabo en el arrecife coralino, y nos proporciona una base para investigar la dindmica

de las comunidades fungicas de este ecosistema.

Tabla 1. Interacciones posibles entre hongos y otros microorganismos. Modificado de Boddy, 2016a.

Interaccion Efecto en las especies/individuos | Simplificado
Mutualismo Ambos afectados positivamente Beneficio para
Comensalismo Uno esta afectado positivamentey | ambos o uno,
el otro no esta afectado pero no es
detrimental para
ninguno
Competicién/Combate | Los dos son afectados
negativamente
Parasitismo/predacion | Uno es positivamente afectado en | Detrimental para
detrimento del otro uno o para ambos
Amensalismo Uno es negativamente afectado,
cuando el otro no es afectado
Neutralismo Ninguna de las actividades de uno | Ninguno esta
tiene efecto en el otro afectado

En los siguientes apartados se presentaran algunos detalles de las interacciones
hongo-hongo, hongo-coral y hongo zooxanthellas. Las interacciones hongo-bacterias
y hongo-virus no se trataran aqui ya que hay muy poca informacién sobre el tipo de

interacciones que puedan estar teniendo fuera del rol antimicrobiano y antiviral de los
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hongos, lo cual serd tratado en el apartado siguiente, sobre el potencial biotecnoldégico

de los hongos de coral.

Interacciones Hongo-coral

Las comunidades de hongos en los corales pueden establecer diferentes tipos de
asociaciones con los hospederos, es decir, los corales. Por un lado, se ha sugerido que
los hongos endoliticos presentes en los corales contribuyen al ciclo de nutrientes al
descomponer la materia organica, como células muertas. Estos hongos pueden actuar
como bioerosionadores, pardsitos o patégenos oportunistas, atacando a las algas
filamentosas del género Ostreobium e intentando penetrar en el tejido vivo del coral
(Bentis et al., 2000; Le Campion-Alsumard et al., 1995). Sin embargo, el coral tiene
mecanismos de defensa para contrarrestar estos ataques, formando capas de

aragonita de reparacién alrededor de las hifas invasoras (Bentis et al., 2000).

Por otro lado, los hongos pueden actuar como patdgenos para los corales. Un caso
estudiado es la presunta epidemia que causa aspergilosis en los octocorales (Soler-
Hurtado et al., 2016). Se han observado brotes de aspergilosis que afectan a diferentes
especies de octocorales en el Caribe, el Atlantico tropical y el Pacifico Oriental Tropical
(Smith y Weil, 2004; Barrero-Canosa et al., 2013). Los sintomas de la aspergilosis
incluyen lesiones y retraccién del tejido, decoloracién de los tejidos afectados y
formacidén de tumores. Se ha identificado al hongo saprobio Aspergillus sydowii como
el presunto agente causante de la enfermedad (Smith et al., 1996), aunque esa
especie también se ha identificado en corales sanos (Toledo-Hernandez et al., 2008).
Ademas, se han reportado hongos del género Aspergillus asociados a la enfermedad

de la banda negra en Mozambique y Polinesia francesa (Priess et al., 2000).

En el ambito de las investigaciones sobre las asociaciones mutualistas entre hongos y
corales, destaca el estudio realizado por Domart-Coulon y colaboradores (2004). Este
estudio se centrd en investigar las interacciones beneficiosas que pueden establecer
los hongos en el contexto coralino. Los investigadores aislaron y cultivaron una cepa

fungica del género Cryptococcus que se encontraba asociada al esqueleto de los
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corales. Los resultados mostraron que la presencia de esta cepa fungica condujo a una
prolongacion a corto plazo de la supervivencia de las células de coral, especialmente
las células esqueléticas. Esto sugiere que el hongo Cryptococcus sp. puede
desempeiiar un papel beneficioso en la respuesta defensiva del coral, mejorando la

supervivencia de sus células esqueléticas (Domart-Coulon et al., 2004)

En relacién a su papel como saprétrofos, se llevd a cabo un estudio en 2007 que
contribuyd al limitado conocimiento existente. En este estudio, se empled un
procedimiento de fraccionamiento con el fin de separar los microbios, las
mitocondrias y los virus de las células animales del coral y las zooxantelas. EI ADN
metagendmico resultante fue secuenciado mediante pirosecuenciacién. Se
identificaron con mayor frecuencia hongos, bacterias y fagos como los organismos
presentes en el metagenoma. Tres de los cuatro filos flungicos estuvieron
representados, revelando una amplia diversidad de genes fungicos relacionados con
el metabolismo del carbono y del nitrégeno. Estos hallazgos sugieren que la
comunidad endolitica posee una importancia mayor de la que se le habia atribuido
previamente. Especificamente, los datos indican que los hongos endoliticos podrian
desempeiiar un papel en la conversidon del nitrato y nitrito en amoniaco, lo que
permitiria el reciclaje del nitrégeno fijado dentro del holobionte coralino (Wegley et

al., 2007).

Por otro lado, en situaciones de estrés, como el blanqueamiento del coral causado por
una ola de calor marina, se ha observado una mayor presencia de hifas fungicas en los
tejidos del coral, lo que sugiere una posible vulnerabilidad del coral ante infecciones

fungicas oportunistas debido a su sistema inmunoldgico debilitado (Roik et al., 2022).

Interacciones hongo- hongo

Horowitz Brown y colaboradores (2008) examinaron el proceso de diferenciacién del
hongo Aspergillus flavus, que puede generar esporas asexuales (conidios) y

estructuras de supervivencia invernal llamadas esclerocios. Los resultados revelaron
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gue estos dos procesos estdn regulados de manera opuesta por mecanismos
dependientes de la densidad celular. A medida que la densidad celular aumenta, se
observa una disminucién en el nimero de esclerocios y un incremento en el nimero
de conidios. Ademas, encontraron que los extractos del medio de cultivo de baja y alta
densidad celular tienen efectos opuestos en la diferenciacidon: el extracto de baja
densidad celular promueve la formacién de esclerocios, mientras que el de alta

densidad celular estimula la conidiacion.

Se demostrd también que la disponibilidad de lipidos afecta el desarrollo de manera
dependiente de la densidad de A.flavus. Estos resultados pueden tener implicaciones
en la comprensién de las interacciones entre comunidades fungicas del coral, ya que
la densidad celular y la disponibilidad de lipidos pueden influir en la dindmica y la

comunicacion entre ellos (Horowitz Brown et al., 2008).

Interacciones Hongo-Zooxanthella

En investigaciones previas, se ha demostrado que los corales albergan dinoflagelados
fotosintéticos del género Symbiodinium, los cuales presentan altas concentraciones
intracelulares de dimetilsulfoniopropionato (DMSP), una molécula antiestrés
producida por muchos organismos del fitoplancton marino (Hill et al., 1995 vy
Broadbent et al., 2002). Cuando estos organismos liberan DMSP al medio ambiente,
otros microorganismos marinos pueden utilizar diversas vias de catabolismo para
descomponer el DMSP (Yoch, 2002). A nivel mundial, estas transformaciones
bioldgicas generan una cantidad anual de mas de 10° toneladas de DMSP. Algunas de
estas vias de catabolismo producen sulfuro de dimetilo (DMS), un gas con influencia
ambiental, ya que los productos de la oxidacién del DMS actian como nucleos de
condensaciéon de nubes, lo que causa la formacion de cobertura nubosa sobre los
océanos (Sievert et al., 2007). Se ha descubierto que ciertos hongos ascomicetos
presentes en la rizosfera de la planta de marisma salada Spartina, una de las pocas
angiospermas que produce DMSP (Otte et al.,, 2004), tienen la capacidad de

catabolizar esta molécula, liberando DMS en el proceso. Este fenotipo, conocido como
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Ddd+, también se ha observado en Aspergillus oryzae, utilizado en la fermentacién de
la salsa de soja, asi como en Aspergillus flavus y en los patégenos de los cultivos

Fusarium graminearum y F. oxysporum (Todd et al., 2009).

La capacidad de catabolizar el DMSP puede conferir una ventaja selectiva a los
microorganismos fungicos que habitan en lugares de alta productividad de DMSP,
como los corales, ya que les proporcionaria acceso a un sustrato abundante.
Investigaciones futuras que involucren la caracterizaciéon de estos microorganismos,
asi como la exploracidn de la posible transferencia horizontal de genes entre bacterias
y hongos (Kirkwood et al., 2010), seran fundamentales para comprender mejor la
importancia de esta interaccion hongo-hongo y su implicacién en la salud y el

funcionamiento de estos ecosistemas.

Potencial biotecnoldgico de los hongos de corales

Los hongos de coral tienen un potencial biotecnolégico significativo debido a sus
propiedades unicas y a la diversidad de compuestos bioactivos que producen. En
2013, Bao e investigadores del Instituto de Oceanografia de China, reportaron que un
hongo del género Penicillium que aislaron de un ejemplar de coral Dichotella
gemmacea del mar del Sur de China, exhibié actividad antibacteriana contra
Escherichia coli y Bacillus subtilis (Bao et al., 2013). Otros estudios que exhiben el
potencial antimicrobiano de algunos extractos de hongos son el de Tahany y
colaboradores (2020), quienes aislaron hongos del género Aspergillus y Penicillium de
corales del Mar Rojo en Egipto e investigaron las actividades antimicrobiana,
antioxidante, antirradical y citotoxicidad de las especies fungicas mas predominantes.
Se investigd la actividad antimicrobiana de los filtrados fungicos de coral contra seis
bacterias patdgenas, incluyendo Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y varias especies de Candida. La mayoria de
estos filtrados fungicos mostraron actividades antibacterianas moderadas a altas
contra bacterias tanto grampositivas como gramnegativas. En particular, las especies

de Aspergillus exhibieron alta actividad antimicrobiana contra las bacterias B. subtilis,
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P. aeruginosa y S. aureus (Tahany et al., 2020). Sin embargo, el potencial
antimicrobiano y antiviral no es el Unico foco de interés. En la figura 4, se pueden
observar algunas de las posibles industrias en las que podrian ser aplicados los

metabolitos y otros compuestos producidos por los hongos de coral.

Ejemplos de Andlisis
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Figura 4. Ejemplos de anadlisis posibles para usos potenciales en la industria. Se muestran tres
ejemplos de industrias donde se pueden aplicar bioproductos de hongos de coral. Elaboracion propia
en Biorender.

En el dmbito de los cosméticos, hay lineas de investigacion muy interesantes. Hongos
como Phaeotheca sp., aislados en corales, son capaces de producir micosporina, un
compuesto bioactivo fotoprotectores que puede prevenir el envejecimiento causado
por factores externos como la exposicion solar (Mitchison-Field et al., 2019). Otros
compuestos interesantes son los carotenoides, moléculas que poseen propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias que ofrecen proteccién contra la radiacién solar

(Ambati et al., 2014).

Finalmente, el potencial probidtico de los hongos asociados a los arrecifes aun no ha
sido explorado en profundidad (Wang et al., 2021). Sin embargo, diversas

caracteristicas fungicas, como sus capacidades metabdlicas y su secretoma, presentan
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similitudes con las funciones beneficiosas deseadas para los probidticos de coral, tal
como se ha descrito en Peixoto et al. (2021). Se ha sugerido que los probidticos
podrian mitigar el estrés celular mediante sus propiedades antioxidantes, lo que
podria ayudar a contrarrestar los efectos del estrés térmico en los holobiontes de coral
(Dungan et al., 2021). En ambientes terrestres, se ha observado que los hongos
contribuyen a mantener la homeostasis oxidativa en las simbiosis micorricicas (Wang
et al., 2017), por lo que hay razones para investigar los posibles roles de los productos
fungicos asociados al coral, como enzimas antioxidantes (Gostinéar y Gunde-
Cimerman, 2018), compuestos fotoprotectores (Sinha et al., 2007) u otro tipo de
moléculas, y determinar si podrian ser utilizados en la mitigacion del estrés en los
corales. Un estudio de 2020 detecté una enzima esencial para la degradacién de la
lignina recalcitrante producida por especies fungicas (Kimes et al., 2010). Esto es
destacable al considerar la observacién realizada por Thurber e investigadores en
2009, quienes encontraron que los corales de arrecifes degradados mostraban una

mayor asociacion con hongos (Thurber et al., 2009).

Ademas, los antibidticos fungicos podrian estar protegiendo a los corales mediante
produccién de antibidticos. Por ejemplo, la amoxicilina con la que se ha tratado la
SCTLD (Shilling et al., 2021) es un derivado de la penicilina producida por hongos del
género Penicillium (Castle, 2007). Otra linea de investigacion de interés es sobre las
moléculas de comunicacién intercelular de tipo quorum sensing podrian brindar
beneficios a sus hospedadores marinos al protegerlos contra la entrada de patdégenos
(Martin-Rodriguez et al., 2014) y/o mediante la actividad antiincrustante de los
hongos, lo cual podria ser crucial para mantener la comunidad microbiana asociada al

hospedador en momentos de estrés (Xu et al., 2015).

Enfermedad de pérdida de tejido de coral pétreo (SCTLD)

La SCTLD se registro por primera vez en 2014, en Florida. Esta enfermedad se propagd
rapidamente por el Arrecife de Coral de Florida y en poco tiempo se encontraba ya en

diversos lugares del Atlantico Tropical Occidental. Diversos estudios (Alvarez-Filip et
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al., 2019; Thome et al., 2021) han documentado su presencia en México. La SCTLD
afecta a aproximadamente la mitad de las 45 especies de corales escleractinios
presentes en los arrecifes del Caribe, incluyendo especies cruciales para la formacién
de arrecifes e incluso algunas clasificadas como en peligro de extincion segun la Lista

Roja de la IUCN (Aeby et al., 2019).

La SCTLD se caracteriza por la aparicién de lesiones agudas, subagudas o crénicas de
pérdida de tejido que se propagan de manera focal o multifocal en toda la colonia,
dejando expuesto la estructura calcarea del coral. Algunas especies pueden presentar
tejido blanqueado cerca de las areas afectadas (Aeby et al., 2019). Inicialmente, la
SCTLD fue identificada como una enfermedad o sindrome similar a la plaga blanca,
debido a sus caracteristicas similares a otras enfermedades de pérdida de tejido
(Precht et al., 2016) pero finalmente fue descartado y se considera que es una
enfermedad aparte. Como sucede con muchas enfermedades coralinas, ha sido dificil
identificar de manera definitiva el patégeno responsable de la SCTLD. Varios estudios
han demostrado que la progresién de las lesiones puede ralentizarse o detenerse en
algunas especies de coral mediante el uso de antibidticos tépicos, cdmo la Amoxicilina,
lo que sugirid la posibilidad de que el o los presuntos patégenos de la SCTLD tengan
un componente bacteriano, por lo que muchos estudios indagaron en ese sentido
(Shilling et al., 2021; Aeby et al., 2019). Sin embargo, en 2023, Beavers y colaboradores
demostraron que la SCTLD es causada probablemente por un virus que afecta las algas

de la familia Symbiodiniaceae (Beavers et al., 2023).

Existe una variacion en la susceptibilidad de las especies de coral a la SCTLD, lo cual es
una caracteristica distintiva de esta enfermedad. Las especies altamente susceptibles,
qgue suelen ser las primeras afectadas durante un brote, experimentan una rapida
progresion de la enfermedad, con una mortalidad total que puede variar desde una
semana en colonias mas pequefias hasta 1 o 2 meses en colonias mas grandes. En
especies de susceptibilidad intermedia, la pérdida de tejido se produce
aproximadamente un mes después del inicio en especies altamente susceptibles, y las

colonias mas pequenas experimentan mortalidad durante varios meses, mientras que
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las colonias mas grandes pueden sufrir mortalidad durante varios anos, con la
posibilidad de desarrollar nuevas lesiones (Sharp et al., 2020 en B. Walker et al., 2021).
En comparacién con otras enfermedades de coral, la SCTLD presenta una progresion
mas rapida de las lesiones dentro de una colonia (Alvarez-Filip et al., 2019). Esta rapida
progresion y las altas tasas de mortalidad han provocado una disminucion significativa

en la cobertura de coral del Caribe mexicano (Alvarez-Filip et al., 2019).

Se han observado diferencias en las comunidades bacterianas entre corales
aparentemente sanos y aquellos afectados por la SCTLD (Rosales et al., 2022). Aunque
se ha logrado avanzar en el conocimiento del microbioma bacteriano y sus
alteraciones asociadas con la SCTLD, el estudio de los hongos en este contexto ha sido

limitado.

Siderastrea siderea

Siderastrea es un género de corales que pertenece a la familia Siderastreidae, Orden
Scleractinia, subclase Hexacorallia. Son corales masivos abundantes en el sistema de
arrecifes de Florida (Lirman & Fong, 2007). La especie S. siderea se considera una de
las mas adaptables en los arrecifes del Caribe, ya que es relativamente resistente a
varios factores de estrés ambiental (Castillo et al., 2014) y se caracteriza por tener
altas tasas de recuperacién después de eventos de blanqueamiento importantes
(Banks & Foster, 2017). Un estudio del 2018 que analizd la estructura de la comunidad
fungica de S.siderea reportd que 34 de 39 de los OTUs asignados a hongos pertenecian
a la division Ascomycota, mientras que la division Basidiomycota solo tenia 2 OTUs
reportados. Bonthond y colaboradores (2018) reportaron que hongos pertenecientes
a la familia Lulworthiales representaron casi la mitad de la abundancia relativa de las
lecturas correspondientes a hongos de su estudio sobre el microbioma de S.siderea.
Encontraron también hongos que mostraron 86% de similitud con la familia Xylariales.
Algunos estudios han planteado que la susceptibilidad de S.siderea a la SCTLD es

relativamente baja comparada con otras especies (Brandt et al., 2021).
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Montastrea cavernosa

M. cavernosa es un coral de la familia Montastraeidae, orden Scleractinia, subclase
Hexacorallia. Este coral masivo presenta una morfologia distintiva con grandes
coralitos que se asemejan a las circunvoluciones del cerebro humano, de ahi su
nombre comun. Es una especie dominante en muchos arrecifes caribefios vy
desempeiia un papel crucial en la formacién y estructura de los habitats de coral
(Beltran-Torres y Carricatt-Ganivet, 1993). Esta especie ha sido descrita como
altamente susceptible a la SCTLD (Brandt et al., 2021). En cuanto a la presencia de
hongos, se han reportado del género Lulworthia en corales aparentemente sanos de

la especie M. cavernosa (Goes-Neto et al., 2020).

Orbicella faveolata

Esta especie de coral pertenece a la familia Merulinidae, orden Scleractinia y son
comunes en el océano Atlantico. Algunos estudios han determinado que O.faveolata
es medianamente susceptible a la SCTLD (Meiling et al., 2021; Brandt et al., 2021).
Investigaciones previas reportaron la presencia del hongo Ostreobium queckettii en la
estructura céclarea de ejemplares de O.faveolata en Xcalak, Quintana Roo (Gutiérrez-

Isaza et al., 2015).
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ANTECEDENTES

El Unico reporte que se conoce sobre la afectacidon de la SCTLD en comunidades
fungicas fue publicado en el 2020, por el Departamento de Proteccién Ambiental de
Florida, en el que se investigaron diversas especies de coral, como Montastraea
cavernosa, Orbicella faveolata vy Siderastrea siderea, usando técnicas de
secuenciacion masiva y cebadores ITS. Los resultados preliminares del analisis de
coordenadas principales basado en las distancias de Bray-Curtis revelaron que las
muestras se agruparon principalmente segun la especie de coral (Salerno y Peters,

2020).

Sin embargo, es notable que al no tener la misma cantidad de muestras por especie
de coral y tener una subrepresentacion de ejemplares enfermos, el estudio no logré
proporcionar una base sdélida para llegar a conclusiones definitivas. El examen de la
abundancia relativa de taxones en las muestras revelé una alta presencia de hongos
no identificados. Un hongo del género Cortinarius estuvd presente en algunos
ejemplares del estudio, incluyendo en un ejemplar enfermo de Siderastrea siderea.
Por otro lado, reportaron cdmo abundante la especie Malassezia restricta en
ejemplares sanos de Colpophyllia natans. Sin embargo, no lograron identificar la
mayoria de las especies de hongos que encontraron y tampoco se pudieron observar
patrones en la estructura de las comunidades fungicas en ejemplares sanos y

enfermos de la misma especie (Salerno y Peters, 2020).
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JUSTIFICACION

Dada la marcada disminucion de los arrecifes de coral a nivel global (Gardner et al.,
2003; van Hooidonk et al., 2014), en parte debido a enfermedades cdmo la SCTLD,
existe una necesidad urgente de desarrollar una mejor comprensién de la
contribucion del microbioma a la resistencia y adaptacion del holobionte. Este estudio
tiene como objetivo contribuir al esfuerzo de comprender mejor la estructura de las
comunidades fungicas en corales y los cambios en las mismas en organismos

afectados por la SCTLD.

HIPOTESIS

Las comunidades fungicas de corales han sido descritas como especie-dependiente,
por lo que se espera encontrar diferencias en las comunidades fungicas de las 3
especies de coral del Caribe mexicano. Ademas, también se espera encontrar cambios

en las comunidades fungicas de la misma especie pero con afectaciones por la SCTLD.

OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la composicidon taxondmica de las comunidades fungicas presentes en
tres especies de coral en el Caribe Mexicano, con el objetivo de identificar posibles
variaciones entre muestras que aparentan estar en buen estado de salud y aquellas

afectadas por la SCTLD.
Objetivos especificos

1. lIdentificar y caracterizar la composicion de las comunidades fungicas
presentes en muestras de corales aparentemente sanas.

2. Comparar las comunidades fungicas encontradas en muestras de coral
aparentemente sanas con aquellas afectadas por la SCTLD.

3. Relacionar las comunidades fungicas detectadas con los gremios funcionales a

los cuales han sido asociadas.

34



MATERIALES Y METODOS

Recolecta de muestras

El muestreo se llevd a cabo por el equipo del Dr. Paz del CIBNOR en Punta Tanchacté
y Cuevitas-Dream, en Quintana Roo durante el mes de septiembre 2019. Las muestras
de tejido de colonias aparentemente sanas y enfermas de las tres especies de coral
fueron tomadas con ayuda de un martillo y un clavo para desprender fragmentos de
2 cm? aproximadamente de tejido de coral. Una vez sacadas las muestras, se utilizd
papel secante para eliminar el mucus. Posteriormente las muestras fueron
fragmentadas usando tijeras y pinzas limpias para colocar en tubos de plastico
estériles con 10 ml de RNA Later. Las muestras fueron colocadas en refrigeracion a 4°C
durante 24h y fueron almacenadas después a -20°C hasta su procesamiento (Aguayo,

2023).

Extraccion de ADN

La extraccidon de ADN se realizé usando 0.2 g de muestra y el kit DNeasy Blood & Tissue
de QIAGEN™ en los laboratorios CIBNOR por el equipo del Dr. David Paz.
Posteriormente, se verificd la calidad de la extraccidn con electroforesis en geles de

agarosa al 1%. Las extracciones fueron conservadas a -20°C hasta su procesamiento.

Preparacién de bibliotecas

Se trabajo con 39 extracciones, correspondientes a 34 colonias de coral, de las cuales,
8 correspondieron a muestras de la especie M.cavernosa, 14 a muestras de
O.faveolata y 16 a muestras de S.siderea. En la tabla 2, se puede observar el nombre
de la colonia, la especie de coral a la cual pertenece, el estado de salud del coral y el
sitio de muestreo. A fines practicos se anotd como “sano” pero hay que remarcar que
en realidad nos referimos a un estado de salud aparente, es decir que son ejemplares
gue no presentaban lesiones de SCTLD. En cuanto a los sitios de muestreo, 25 de las

34 muestras provenien de Tanchacté y 9 de Cuevitas-Dream.
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Tabla 2. Relaciéon de muestras collectadas por especie de coral y estado de salud
asociado.

SamplelD Coral Salud Lugar

COL378 Montastrea cavernosa Enfermo Tanchacté
COL381B Montastrea cavernosa Enfermo Tanchacté
COL382 Montastrea cavernosa Enfermo Tanchacté
COL429B Montastrea cavernosa Enfermo Cuevitas-Dream
COoL379 Montastrea cavernosa Enfermo Tanchacté
COL359 Montastrea cavernosa Sano Tanchacté
COL354 Montastrea cavernosa Sano Tanchacté
COL355 Montastrea cavernosa Sano Tanchacté
COL346 Orbicella faveolata Enfermo Cuevitas-Drean
COL434 Orbicella faveolata Enfermo Cuevitas-Dream
CoL424 Orbicella faveolata Enfermo Cuevitas-Dream
COL374 Orbicella faveolata Enfermo Tanchacté
COoL383 Orbicella faveolata Enfermo Tanchacté
COL397 Orbicella faveolata Enfermo Tanchacté
COL396 Orbicella faveolata Enfermo Tanchacté
coLa27 Orbicella faveolata Enfermo Cuevitas-Dream
COL353 Orbicella faveolata Sano Tanchacté
CoL423 Orbicella faveolata Sano Cuevitas-Dream
COL426 Orbicella faveolata Sano Cuevitas-Dream
CoL361 Orbicella faveolata Sano Tanchacté
COL358 Orbicella faveolata Sano Tanchacté
COL362 Orbicella faveolata Sano Tanchacté
COL363MM Siderastrea siderea Enfermo Tanchacté
COL364 Siderastrea siderea Enfermo Tanchacté
COL365 Siderastrea siderea Enfermo Tanchacté
COL366 Siderastrea siderea Enfermo Tanchacté
coL431 Siderastrea siderea Enfermo Cuevitas-Dream
CcOoL433 Siderastrea siderea Enfermo Cuevitas-Dream
COL364HF Siderastrea siderea Enfermo Tanchacté
COL365HF Siderastrea siderea Enfermo Tanchacté
COL363HF Siderastrea siderea Enfermo Tanchacté
COL367 Siderastrea siderea Enfermo Tanchacté
COL385HF Siderastrea siderea Sano Tanchacté
COL386HF Siderastrea siderea Sano Tanchacté
COL386 Siderastrea siderea Sano Tanchacté
COL392 Siderastrea siderea Sano Tanchaté
COL393 Siderastrea siderea Sano Tanchacté
COL385 Siderastrea siderea Sano Tanchacté
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Amplificacién de la region ITS

La amplificacion por PCR de la regidn ITS se realizé con los cebadores de Illumina™
ITS1-F (5'CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3’ (Gardes y Bruns, 1993) y ITS2 (5’-GCT
GCG TTCTTC ATC GAT GC-3’ (White et al. 1990) e incluyeron los adaptadores Illlumina.
La reaccidon se realizé de dos maneras. Para las muestras de S. siderea y de O.
faveolata, se realizé una reaccion con 12.5 pL de Promega PCR Master Mix™, 0.25 L
de ITS-1, 0.25 pL de ITS-2, 10.25 pL de H20 y 1 pL de ADN. En el caso de las muestras
de M. cavernosa, se usoé la siguiente reaccién: 10.5 pL de enzima HF™, 0.25 uL de ITS-
1, 0.25 pL de ITS-2, 7 pL de H20 y 2 uL de ADN. También es notable que algunas
muestras de S. siderea fueron procesadas con las dos reacciones, con el objetivo de
poder observar si habia diferencias en los OTUs encontrados segun la reaccidn usada,

en ese caso tienen HF en el nombre, como se puede ver en la tabla 2.

El protocolo de la reaccion en cadena de la polimerasa fue tomado del Earth
Microbiome Project y tuvo una desnaturalizacién inicial de 94°C durante 1 minuto,
seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 52°C durante 30 segundos, 68°C
durante 30 segundos, seguido de una extensiéon a 68°C durante 7 minutos. Los
productos de la PCR fueron conservados a -20°C hasta su posterior procesamiento. Se
realizd electroforesis en geles de agarosa al 1% para verificar la calidad de las

amplificaciones de la region ITS.
Purificacion
Se realizé una primera purificacion usando perlas magnéticas AMPure XP™ para

eliminar restos de cebadores y mantener Unicamente los amplicones de interés. Esta

purificacién fue realizada segun el protocolo de lllumina.

Adicion de indices de secuenciacion

Se realiz6 una PCR con el siguiente programa: 95°C durante 3 minutos, seguido de 8
ciclos de 95°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 30

segundos, finalizando con 72°C durante 5 minutos seguido de la mantencion a 4°C.
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Esta reaccion se realizé partiendo de 5 pL del producto de PCR purificado, con 2 uL de

cada uno de los indices Sy N del kit de Nextera XT™.

Normalizacidn y secuenciacion

Se cuantificaron los productos con un Fluorometro Qubit® 3.0 de Invitrogen®, y de

acuerdo con su concentracidn, se hizo un pool de todas las muestras que iban a
secuenciarse. Se utilizd el Secuenciador DNA MiSeq de lluminaTM® en el &rea de

Microbiologia del Laboratorio de Patologia Acudatica, CINVESTAV Unidad Mérida.
Bioinformatica

Se utilizé PIPITS (Gweon et al., 2015), un flujo de trabajo automatizado para procesar
conjuntos de datos de secuencias, desde el filtrado de calidad hasta la generacién de
una tabla de abundancia de especies de secuencias de ITS fungicas. PIPITS depende
de varias aplicaciones para funcionar: VSEARCH (Rognes, 2016), RDP Classifier (Wang
et al., 2007), ITSX (Bengtsson-Palme et al., 2013), BIOM-FORMAT v1.3 (McDonald et
al., 2012), PEAR (Zhang et al., 2014) y FASTX- TOOLKIT (Hannon, 2010). Se optd por
trabajar con esta herramienta en vez de otras herramientas cémo DADA2 (Callahan,
2016) o Qiime2 (Bolyen et al., 2019), debido a que PIPITS esta disefiado
especificamente para el analisis de secuencias de genes ribosomales como el ITS
(Internal Transcribed Spacer), que se utiliza cominmente en la identificacion de
hongos. Articulos como el de Anslan y colaboradores (2018) que comparan diferentes
herramientas, muestran que PIPITS tiene mejor performance que Qiime2, Galaxy y
Dada2 para agrupar y clasificar hongos. En la figura 5 se puede observar el flujo de

trabajo de PIPITS, asi como las paqueterias que usa en cada etapa.
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Figura 5. Flujo de trabajo de PIPITS indicando las paqueterias usadas en cada etapa. Modificado de
Gweon et al., 2015.

Instalacion y prueba preliminar

Para la instalacion de PIPITS y sus dependencias, se opté por utilizar un entorno conda
en una maquina virtual con sistema operativo Linux. Cabe mencionar que PIPITS es
exclusivamente compatible con Python 3, por lo que se especificé la versién
"python=3.6" al momento de crear el entorno. Para verificar el funcionamiento
correcto de PIPITS, se procedio a realizar una prueba utilizando un conjunto de datos

de prueba de tamafo reducido.
Preparacion de secuencias

Las secuencias generadas por Illumina se proporcionaron como archivos FASTQ
demultiplexados, donde cada archivo contiene las secuencias correspondientes a un
codigo de barras especifico. Para preparar las secuencias antes de su analisis con
PIPITS, se utilizd el script PISPINO (Pipits SPIN-Off tools) desarrollado por H. Soon

Gweon como complemento a PIPITS (Gweon et al., 2015).
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A partir de las secuencias crudas, se generd un archivo de texto con los nombres de
los archivos y los identificadores de muestra para cada par de secuencias. Antes de
ejecutar este comando, se verificé que los datos crudos estuvieran sin comprimir.
Ademas, se verific6 que los identificadores de muestra deseados estuvieran
correctamente listados en el archivo resultante ("readpairslist.txt") sin duplicados.
Una vez obtenido el archivo de lista ("readpairslist.txt"), se procedié a preparar las
secuencias. Durante este proceso, las secuencias se unieron examinando las regiones
de superposicion, luego se filtraron por calidad (>Q30) y se etiquetaron con un
numero de indice seguido del identificador de muestra correspondiente. Finalmente,
los archivos resultantes se convirtieron a formato FASTA y se fusionaron en un Unico

archivo.

Extraccion de la region ITS fungica

La salida obtenida en la etapa anterior se utilizd6 como entrada para esta etapa.
Ademas, se especificé la extraccidn de una subregidn ITS especifica, correspondiente
a los cebadores, en este caso ITS1-F y ITS-2R de lllumina. Durante este proceso, se
utilizé la herramienta ITSx (Bengtsson-Palme et al., 2013) para extraer la subregion
seleccionada y, en caso necesario, reorientar las secuencias en direccién de 5' a 3'. El
paquete ITSx utiliza HMMER3 (Finn et al., 2011) para comparar las secuencias de
entrada con un conjunto de modelos construidos a partir de diferentes subregiones

ITS encontradas en diversos organismos.

Procesamiento de secuencias

En esta etapa final de PIPITS se lleva a cabo el agrupamiento de secuencias y la
asignacion taxondmica. Durante el proceso de procesamiento de secuencias en PIPITS,
se llevaron a cabo las siguientes acciones. En primer lugar, se realizé la eliminacion de
las secuencias duplicadas presentes en el conjunto de datos. Luego, se procedi6 a
eliminar las secuencias cortas, es decir, aquellas que tenian una longitud inferior a 100
pares de bases (pb), asi como las secuencias Unicas (singleton), que eran aquellas
secuencias que no tenian duplicados en el conjunto de datos. A continuacion, se llevd
a cabo el agrupamiento de secuencias con un 97% de identidad de secuencia, las
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cuales se agruparon juntas en una misma unidad taxondmica operativa (OTU). Se optd
por este método siguiendo el articulo de Tedersoo y colaboradores (2022), quienes
sostienen que este enfoque ha demostrado ser mas efectivo en la recuperacion de la

diversidad fungica.

Después, se realizd la deteccién y eliminacion de quimeras en las secuencias
representativas obtenidas. Posteriormente, se llevd a cabo el mapeo de las secuencias
de entrada en las secuencias representativas libres de quimeras con un 97% de
identidad de secuencia. Esto implicé asignar cada secuencia de entrada a la secuencia
representativa mas cercana, lo que permitié establecer la correspondencia entre las

secuencias originales y las secuencias representativas utilizadas en el analisis.

Asignacién taxondémica

La asignacién taxonémica de las secuencias representativas se realizé utilizando RDP
Classifier (Wang et al., 2007), el cual es un clasificador bayesiano, utilizando el
conjunto de datos de referencia UNITE 9.0. Esto permitié asignar una clasificaciéon
taxondmica a cada secuencia representativa basada en similitudes con secuencias de
referencia previamente clasificadas con un umbral de confianza del 85% (Gweon et

al., 2015).

FUNGuild
Se utiliz6 FUNGuild para analizar taxondmicamente los OTUs fungicas por gremio
ecoldgico. Esta es una herramienta basada en Python que incluye informacidn sobre

la morfologia del crecimiento, ademas de la informacion de gremios (Nguyen et al.,

2016).

Dentro de los tres modos tréficos planteados anteriormente es decir patotréfos,
simbiontes y saprotréfos, la base de datos FUNGuild tiene designadas un total de 12
categorias referidas como gremios, que son en orden alfabético: patégenos animales,
hongos micorricicos arbusculares, hongos micorricicos ectomicorricicos, hongos
micorricicos ericoides, endofitos foliares, hongos liquenicolas, hongos liquenizados,

micoparasitos, patdgenos de plantas, endofitos radiculares no definidos, saprotrofos
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no definidos y saprotrofos de madera. La base de datos también incluye informacién

sobre la morfologia de crecimiento (Nguyen et al., 2016).

Para realizar los graficos se utilizd el programa R versidén 4.2.1. Se usardn las siguientes
librerias: ggplot2 (Wickham, 2016), phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013), metagMisc
(Mikryukov, 2020), metagenomeSeq (Paulson et al., 2013), magrittr (Bache &
Wickham, 2014), Polychrome (Coombes et al., 2018), microbiome (Lahti et al., 2017)
y microbiomeutilities (Shetty y Lahti, 2020).

RESULTADOS

Secuenciacion

Se secuenciaron 38 muestras de tejido de coral, pertenecientes a colonias de
Siderastrea siderea, Orbicella faveolata y Montastrea cavernosa. Se obtuvieron 657
710 lecturas crudas, de las cuales 424 033 fueron pareadeas. Después de la etapa de
filtrado, quedaron 420 546 lecturas preparadas para analizar. Del total de lecturas, 392
fueron asociadas al reino Fungi, es decir aproximadamente 0.09% de las secuencias
filtradas. Después del proceso de clusterisacion en OTUs, se obtuvieron 223 OTUS, de
las cuales 23 fueron asignadas al reino Fungi, cdmo se puede ver en la tabla 3. El resto
de OTUs fueron asignadas al reino Metazoa, phylum Cnidaria, siendo la mayoria de las
lecturas identificadas cdmo S.siderea y M. cavernosa y O. faveolata, aunque también
se encontraron OTUs pertenecientes al phylum Porifera. En 17 muestras no se
encontraron secuencias asociadas a hongos. Después del proceso de filtracién, se
obtuvieron secuencias asociadas a hongos en 6 muestras de M. cavernosa, 6 muestras

de O. faveolata y 10 muestras de S. siderea.

Listado taxondmico

En el Anexo 1, se presenta un listado taxdnomico de las 23 OTUs encontradas del reino
Fungi. De las 23 OTUs encontradas, 3 no se pudieron asignar mas alla del reino, 11
pertenecen al phylum Basidiomycota y 9 al phylum Ascomycota. El género Malassezia

se repitid en 9 OTUs. Por otro lado, 3 OTUs fueron identificadas como parte del género
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Aspergillus, 2 OTUs cdmo parte del género Cladosporium, 1 OTUs del género
Penicillium 1 OTU del género Ascotricha, 1 OTU del género Dirina, 1 OTU del género
Nigrospora y 1 OTU del género Trichosporon. En total se encontraron 8 géneros
distintos: Malassezia, Aspergillus, Penicillium, Nigrospora, Trichosporon, Dirina,
Ascotricha y Cladosporium. Se logrardn identificar cinco OTUs hasta el nivel de
especie, fueron: Malassezia restricta, Malassezia globosa, Dirina paradoxa,

Cladosporium dominicanum 'y Cladosporium sphaerospermum.

Se encontraron tres clases de hongos de la division Basidiomycota, es decir
Malasseziomycetes, Agaricomyctes y Tremellomycetes, mientras que Aspergillus,
Penicillium, Nigrospora, Ascotricha, Dirina y Cladosporium son todos parte de la
division Ascomycota. Ascotricha y Nigrospora son dos géneros de hongos que

pertenecen a la misma clase, conocida como Sordariomycetes.
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Numero de lecturas por muestra

Debido a la baja cantidad de lecturas en varias muestras y a la disparidad de las
muestras, se optd por no normalizar los resultados y presentar el nUmero crudo de
lecturas por muestra. En la figura 6, se puede observar el nimero de lecturas

encontradas en las muestras de M. cavernosa, asi como los géneros a las cuales estan

asociadas.
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Figura 6. Niumero de lecturas por género de hongos en muestras de M.cavernosa aparentemente
sanas y enfermas con SCTLD.

El nimero de lecturas minimo fue 1 y el nimero de lecturas maximo fue de 232
lecturas y corresponde a una colonia de M. cavernosa afectada por SCTLD. Se observa
en la figura 6 que los géneros de hongos presentes tanto en muestras de apariencia
sana como en muestras enfermas son Aspergillus y Malassezia. Sin embargo, en las
muestras sanas, la mayoria de las lecturas corresponden a Malassezia, mientras que

en las muestras enfermas se observa una predominancia de lecturas de Aspergillus.
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Si bien la mayoria de las lecturas de la COL378 estan asociadas al género Aspergillus,
también destaca la presencia de Cladosporium. También se observan casi 50 lecturas
a las cuales no se les pudo asignar ningln rango taxondmico después del reino. En
total en las muestras aparentemente sanas se encontraron los siguientes géneros:
Malasezzia, Aspergillus, Nigrospora, Penicillium y Trichosporon. En las muestras con
lesiones de SCTLD se encontraron los siguientes géneros: Aspergillus, Malassezia,

Ascotricha 'y Cladosporium.

En la figura 7, se pueden observar el nimero de lecturas asociadas a ejemplares
aparentemente sanosy con lesiones de SCTLD de S. siderea segun el género de hongo.
Lo primero que se observa es que el nimero de lecturas es varias veces menor que en
las muestras de M. cavernosa, ya que el nimero minimo de lecturas fue 1y el maximo
8. En las muestras enfermas, se encontraron lecturas asociadas al género Dirina en 5
de las 6 muestras enfermas. También se encontrd al género Dirina en un ejemplar
sano de S. siderea. En cambio en los 4 ejemplares aparentemente sanos, se
encontraron lecturas del género Malassezia, asi como del género Cladosporium. En un

ejemplar enfermo, también se encontraron lecturas asociadas al género Malassezia.
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Figura 7. Nimero de lecturas segun el género de hongo en muestras de M.cavernosa aparentemente

sanas y enfermas con SCTLD.

En la figura 8, se pueden observar las lecturas asociadas a las muestras de O. faveolata.
Se observa que también hay un bajo numero de lecturas, es decir que ninguna
muestra tiene mas de 10 lecturas, y por otro lado, también se observa que todas las
lecturas, tanto en ejemplares afectados y aparentemente sanos son del género
Malassezia. En los ejemplares con lesiones se encontraron también algunas lecturas

que no se pudieron identificar a nivel de phylum.
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Figura 8. Numero de lecturas asociadas a las muestras de O. faveolata segun el género de hongo.
En la COL423, no se pudo llegar al nivel de género, pero las lecturas sin identificar son

de la clase Agaricomycetes.

En la figura 9 se pueden observar los géneros asociados a las muestras aparentemente
sanas de las tres especies de coral. La especie M. cavernosa es la que presenta la
mayor riqueza, con 5 géneros de hongos. El género Malassezia es el Unico comun a
todas las especies de coral ya que se encuentra en 8 de las 9 muestras aparentemente
sanas. Cladosporium vy Dirina fueron exclusivamente encontrados en S.sidere,
mientras que Aspergillus, Nigrospora, Penicillum y Trichosporon, uUnicamente

encontrados en M. cavernosa.
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Figura 9. Numero de lecturas asociadas a las muestras de las 3 especies de coral aparentemente sanas
segun el género de hongo.

En la figura 10 se observa el nUmero de lecturas segun el género de hongo al cual
estan asociados en las muestras que presentaron lesiones de SCTLD. El Unico género
comun a las tres especies de coral es Malassezia, teniendo mayor prevalencia en las
muestras de O.faveolata. Los géneros de hongos distintivos de M.cavernosa fueron
Ascotricha, Aspergillus y Cladosporium. Por otro lado, en los ejemplares de S. siderea,

en 5 de las 6 muestras se encontraron lecturas de Dirina.
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Figura 10. Numero de lecturas asociadas a las muestras de las 3 especies enfermas segun el género
de hongo.

Debido a que 9 de las 23 OTUs encontradas pertenecieron al género Malassezia en
este estudio, se analizo la distribucidn de las OTUs correspondientes a este género en

las muestras, como se observa en la figura 11.

Dos de esas OTUs fueron identificadas cdmo pertenecientes a la especie Malassezia
restricta y M. globosa. Debido a que en el resto de las OTUs no se logré identificar

hasta nivel de especie, se presenta en la figura 11 con el nimero de OTU.

M. cavernosa presentd mayor riqueza del género Malassezia, ya que las muestras
aparentemente sanas presentan 5 OTUs y las muestras afectadas presentan 4 OTUs.
Por otro lado, las muestras de S. siderea, a pesar de tener un bajo nimero de lecturas

de Malassezia, presentaron 4 OTUs diferentes en las sanas y 2 OTUs diferentes en las

49



muestras afectadas. En cuanto a las muestras de O. faveolata, presentaron 3 OTUs en

las muestras afectadas y 3 OTUs en las muestras aparentemente sanas.
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Figura 11. Numero de lecturas asociadas a las muestras de coral exclusivamente del género

Malassezia.

Se observd que el mayor nimero de lecturas de Malassezia pertenecen a la OTU 108

seguido de Malassezia globosa. Algunas OTUs cémo la 109, 108 y Malassezia globosa

se encuentran en todas las especies, sin embargo, no es el caso de todas. La especie

Malassezia restricta fue encontrada Unicamente en muestras de O. faveolata enferma

y de S. siderea aparentemenete sanas.

Anédlisis de Gremios

En la tabla 4 se pueden ver los Gremios funcionales en base a la tabla OTU y la tabla

de taxonomia generada en PIPITS que se generd a partir de las bases de datos de

FunGuild. Las especies que no fueron reconocidas por FunGuild, fueron buscadas en

la base de datos de FungalTraits.
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Tabla 3. Gremios funcionales de los taxdnes encontrados

Taxon Modo tréfico | Gremio Crecimiento | Base de datos | Referencia
Malassezia Patotrofo- Patégeno de | Levadura FunGuild (Kurtzman et al., 2011)
restricta Saprotréfo animales facultativa
Dirina Simbiotréfo Hongo Talo FunGuild (Esslinger et al., 2012)
paradoxa liqguenizado
Ascotricha sp. Saprotréfo Saprotréfo Talo FunGuild (Tedersoo L, et al. 2014.)
indefinido
Malassezia Patotrofo- Patéogeno de | Levadura FunGuild (Kurtzman et al., 2011)
malassezia Saprotroéfo animales facultativa
Nigrospora sp. | Saprotréfo Saprotréfo Talo FunGuild (Tedersoo L, et al. 2014.)
indefinido
Cladosporium Patotrofo- Patégeno Talo FunGuild (Seehan et al.,1975)
Saprotréfo- animal-
Simbidtrofo Endofito-
Liquen-Fito
patégeno-
Saprotréfo
Aspergillus Patétrofo- Patégeno de | Talo FunGuild (Watkinson et al., 2016)
Saprotréfo animales y
plantas-
Saprotréfo
Trichosporon Patotrofo- Patogeno de | Talo FungalTraits (Tapia, 2009)
Saprotréfo animales-
Saprotréfo
Penicillium Patotrofo- Patégeno de | Talo FungalTraits (Watkinson et al., 2016)
Saprotréfo animales y
plantas-
Saprotréfo

En la figura 12, se observan los gremios funcionales de hongos asociados a las tres

especies de coral en colonias aparentemente sanas y enfermas. Las categorias de

gremios que se encontraron fueron: 1) Patégeno de animales, 2) Patdégeno de

animales/ Saprotrofo, 3) Saproétrofo, 4) Hongo liquenizado. Se utilizé el nimero de

lecturas (n) asociados al conjunto de muestras, omitiendo las lecturas que no se

pudieron identificar hasta el nivel de género.
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Figura 12. Gremios de hongos en colonias aparentemente sanas y enfermas de S.siderea,

M.cavernosa y O.faveolata.

En las colonias aparentemente sanas de S. siderea, la mayoria de las lecturas estan
asociadas a patogenos de animales, seguido de la catégoria “patdgeno de animales/
saprotréfo” y por ultimo, una pequeiia proporcién de las lecturas estd asociada a
hongos liquenizados. En el caso de las colonias con SCTLD, vemos que la mayoria de
las lecturas estan asociadas a hongos liquenizados y una pequefia proporcién

corresponde a patégenos de animales.

En el caso de las colonias aparentemente sanas de M. cavernosa, se observa una
proporcién similar de hongos patégenos de animales y de hongos patégenos que
pueden fluctuar a un modo de vida saprotréfo. También se observa un pequeiio
porcentaje de hongos puramente saprotréfos. En las colonias con SCTLD, se observa
un mayor porcentaje de los hongos que pueden fluctuar entre los gremios de

patdégeno y saprotréfos.

52



En la especie O. faveolata, se observa que tanto como en el caso de las colonias
aparentemente sanas cémo las colonias con SCTLD, la totalidad de las lecturas
encontradas corresponde a hongos patdgenos de animales. En general se observa que
todas las especies, en cualquier estado de salud, presentan hongos patégenos de
animales, por lo cual es la Unica categoria de gremio que esta presente en todas las

muestras.

DISCUSION

A partir de la secuenciacién de la region ITS de muestras aparentemente sanas y
enfermas de tres especies de coral en el Caribe mexicano, se identificaron 23 OTUs
correspondientes a 8 géneros de hongos en diferentes proporciones. En la siguiente
seccidn, se analizaran los resultados obtenidos, iniciando con las limitantes técnicas,
seguido de una comparacion de los géneros de hongos encontrados en el estudio de
Florida y los encontrados en este estudio. Luego, se hara un andlisis de la composicién
de las comunidades fungicas por especie de coral, seguido de una descripcién de las
familias de hongos encontrados y por uUltimo un andlisis de los gremios de los hongos

asociados a los corales M.cavernosa, S.siderastrea y O.faveolata.

Si bien se obtuvieron 420 546 lecturas filtradas de la regién ITS, Unicamente 392
fueron asociadas al reino Fungi, es decir aproximademente 0.09% de las secuencias
filtradas. La mayoria de las lecturas pertenecieron a los corales hospederos. A pesar
de que los cebadores ITS1 e ITS2 son reconocidos como marcadores moleculares
universales para hongos (Nikolcheva y Barlocher, 2004), es notable que, en la
taxonomia de las secuencias obtenidas, la gran mayoria de las lecturas pertenecen al

reino Metazoa. Esto se debe a que la regidn ITS es comun a todos los eucariotas.

Cabe mencionar que este desafio no es exclusivo de nuestra investigacion, ya que
varios estudios previos sobre hongos de coral han enfrentado la problematica de
contar con un alto nimero de lecturas asociadas a los hospederos y todavia no hay un
consenso en la estandarizacion de los métodos de extraccion y filtracion del ADN de

corales.
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Un estudio del 2018 que examind la diversidad microbiana de S. siderea informd que
se obtuvo una cantidad relativamente elevada de secuencias ITS2 correspondientes a
otros eucariotas. Unicamente el 22.2% de las 790,398 secuencias ITS2 de calidad
filtradas fueron identificadas como hongos. Del total de secuencias, el 17% se asocio
con Cnidaria, mientras que el resto correspondio a otros eucariotas (Bonthond et al.,

2022).

En el presente estudio, se observé que la proporcidn de lecturas atribuidas a hongos
es relativamente baja, representando aproximadamente el 0.09% del total de lecturas
obtenidas. Esta reducida proporcién podria ser atribuible a los procedimientos de
extraccién empleados, dado que la presencia de la pared celular de quitina en los
hongos puede obstaculizar la lisis celular y la eficacia de la extraccion de ADN. La
presencia de quitina puede requerir la utilizaciéon de enzimas especificas o métodos
de lisis mds vigorosos para garantizar la liberacion dptima del ADN fungico. Una
revision sistematica sobre la microbiota fungica de los corales también sefiala como
uno de los retos futuros la optimizacién de los métodos para la separacion eficiente
del ADN del hospedero (Roik et al., 2022). Este aspecto subraya la importancia de
estandarizar los procedimientos, incluyendo la extraccién de ADN, con el propdsito
de incrementar la cantidad de datos obtenidos en futuras investigaciones. En
consecuencia, seria recomendable en estudios posteriores evaluar y proponer
enfoques de extraccion de ADN mas efectivos y especificamente adaptados para las

comunidades fungicas que residen en los corales.

Comparacion de las especies de hongos en corales reportadas en el Caribe y en
Florida

En este estudio, la especie Malassezia restricta fue asociada a ejemplares sanos de
S.siderea y a ejemplares enfermos de O.faveolata. Este género fue reportado con
anterioridad en un estudio de Florida (Salerno y Peters, 2020) donde se encontraron
altas abundancias de la especie Malassezia restricta en ejemplaros sanos del coral
Colpophyllia natans. La identificacion recurrente del género Malassezia en

especimenes sanos de corales tanto en estudios previos en Florida como en el
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presente estudio realizado en el Caribe mexicano, sugiere una posible correlacién
entre la presencia de Malassezia y la salud de los corales. No obstante, para
comprender plenamente la dindmica de esta asociacion y su influencia en la
resistencia de los corales a la SCTLD, se requiere de investigaciones adicionales. Por
otro lado, el estudio de Florida antes mencionado, reportd ademas hongos del género
Cladosporium en muestras enfermas de SCTLD de Colpophyllia natans (Salerno y
Peters, 2020). En este trabajo, al igual detectamos la presencia de Cladosporium en
una muestra enfermas de M. cavernosa y en una muestra aparentemente sana de S.
siderea. El género Cladosporium ha sido reportado en corales hermatipicos (Xu et al.,

2018), sin embargo, su posible rol en la afectacién de la SCTLD no estd dilucidado.

Composicion de las comunidades fungicas por especie de coral

Cémo consideraciones generales, se observd una baja riqueza de hongos asociados a
las especies de coral estudiadas. La especie de coral que presentd mas riqueza de
hongos fue M.cavernosa, y la que menor riqueza presentd fue O.faveolata. El Unico
género de hongo que se encontrd en los tres corales, independientemente del estado
de salud fue Malassezia. Este mismo hongo fue el que registro mayor riqueza, ya que
9 de las 23 OTUs encontradas son de este género. Se pudieron identificar dos especies,

Malassezia restricta y Malassezia globosa.

M. cavernosa

La especie M. cavernosa concentra la mayoria de las lecturas totales asociadas a
hongos. El nimero de lecturas asociadas a hongos es mucho mayor en la muestra 378,
de una colonia enferma. Esto parece ser coherente con las observaciones de Amend
et al. (2012) y Roik et al., (2022) quienes plantean que el estrés ambiental,
enfermedades o eventos de blanqueamiento de corales pueden aumentar la
proliferaciéon de hongos asociados al coral. Sin embargo, en las otras dos muestras
enfermas de M. cavernosa se observan muy pocas lecturas y son de hongos sin
identificar. Las muestras enfermas tienen una mayoria de lecturas asociadas al

phylum Ascomycota, las cuales en su mayoria son del género Aspergillus, seguido por
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Cladosporium y Ascotricha. En cuanto a las muestras sanas, hay mayor abundancia del
género Malassezia, aunque también se identific6 en muestras sanas. Es notable que
esta especie de coral, descrita como altamente susceptible a la SCTLD (Brandt et al.,
2021) haya presentado cambios notables en su composicién de hongos y que haya
empezado a haber mas presencia de hongos saprétrofos en las muestras afectadas,
ya que eso es coherente con el proceso de pérdida de tejido del coral que favorece la

colonizacidn por parte de los hongos descomponedores (Roik et al., 2023).
S. siderea

En el caso de S. siderea, en las colonias sanas se encontraron las OTUs 109, 34 y 24,
correspondientes al género Malassezia, asi como la especie Malassezia restricta. En
una muestra afectada por la SCTLD, se encontrd la OTU 108, correspondiente a
Malassezia asi como la especie Malassezia globosa, mientras que en 5 de las 6
colonias de esta especie afectadas, se encontraron lecturas pertenecientes a la
especie Dirina paradoxa, el cual es un hongo liquenizado. La especie S. siderea se
considera una de las mas adaptables en los arrecifes del Caribe, ya que es
relativamente resistente a varios factores de estrés ambiental (Castillo et al., 2014) y
posée altas tasas de recuperacién después de eventos de blanqueamiento
importantes (Banks & Foster, 2017). Algunos estudios han planteado que la
susceptibilidad de S. siderea a la SCTLD es relativamente baja comparada con otras
especies (Brandt et al., 2021). El descubrimiento del hongo liquenizado Dirina
paradoxa en asociacién con S. siderea sugiere que algunas algas holobiontes del coral
podrian establecer asociaciones simbidticas con hongos que pudieran favorecerles en
situaciones de estrés ambiental. Esta observacidn plantea preguntas sobre la posible
contribucién de los hongos liquenizados a la resistencia y adaptabilidad de los corales

frente a amenazas ambientales.

O. faveolata

En las muestras de O.faveolata, se obtuvo el menor nimero de lecturas y de especies

encontradas, ya que Unicamente se identificaron lecturas asociadas a Malassezia. En
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las muestras afectadas se encontrd la OTU 109, asi como Malassezia globosa y
Malassezia restricta. En el caso de las muestras aparentemente sanas, se identificé
Malassezia globosa, la OTU 34 y la OTU 108. Se observa que hay mayor riqueza de
OTUs de Malassezia en las muestras aparentemente sanas de corales que en las
muestras afectadas. Algunos estudios han determinado que O. faveolata es
medianamente susceptible a la SCTLD (Meiling et al., 2021; Brandt et al., 2021) y en
este estudio no se pudieron identificar cambios en las comunidades fungicas a nivel

de género.

Grupos de hongos

En el siguiente apartado, se hard una revision de las familias de hongos a los cuales
pertenecen los géneros de hongos que se reportan en este estudio. Para cada familia,

se mencionara si ya la hemos encontrado reportada en corales.

Phylum Basidiomycota
Familia Malasseziaceae

En este estudio, la familia Malasseziaceae fue la Unica encontrada perteneciente al
phylum Basidiomycota. Es notable que el género Malassezia fue el Unico género
detectado en las tres especies de coral, en los dos estados de salud. Por otro lado, fue
el segundo género con mas lecturas, con 80 lecturas de 329, después de Aspergillus.
Hay que notar que de las 23 OTUs encontradas en este estudio, 9 pertenecen al género
Malassezia. Dos de esas OTUs fueron identificadas como Malassezia restricta,

mientras que una tercera fue identificada como Malassezia globosa.

Malassezia es el Unico género del orden Malasseziales, subphylum
Malasseziomycetes, descrito por primera vez por Baillon en 1998 (Boekhout et al.,
2022). Su taxonomia ha sido un tema de debate ya que estos organismos son
dimorficos, pudiendo existir en fases de levadura o micelio, dependiendo de las
condiciones, sin embargo, son mucho mas comunes en forma de levadura (Boekhout
et al., 2022). Las levaduras lipofilicas del género Malassezia han sido reconocidas
como residentes comunes en la microbiota epidérmica humana. Una caracteristica de
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las especies de Malassezia es su ruta metabdlica de sintesis de acidos grasos ya que
esta incompleta. Estos hongos deben usar en su lugar una seria de biocompuestos
como lipasas extracelulares, fosfolipasas y esfingomielinasa acidas (Saunte et al.,
2020). El hecho de que estos hongos sean lipofilicos podria indicar que se encuentran
en el mucus del coral, ya que es un medio que tiene una gran cantidad de lipidos

(Rohwer et al., 2002).

Si bien el género Malassezia ha sido reconocido como residente comun en la
microbiota epidérmica humana, su papel patogénico sigue siendo objeto de
controversia, ya que parece que las levaduras Malassezia estan implicadas en la
patogénesis de varias afecciones dermatoldgicas, incluyendo la pitiriasis versicolor, la
foliculitis y la dermatitis seborreica, a pesar de estar de que las levaduras también se
encuentren presentes en personas sanas y tanto los individuos inmunocompetentes
como los inmunosuprimidos pueden presentar infecciones de este tipo. Las especies
M. restrictay M.globosa son algunas de las mas encontradas en la piel humana (Prohic

etal., 2016).

Dada la frecuente presencia de este género fungico en la epidermis humana, surge la
interrogante sobre la posible influencia de la contaminacién en su detecciéon. Sin
embargo, varios estudios respaldan la evidencia de los linajes marinos de Malassezia
(Amend, 2014). Estudios en sedimentos marinos profundos mostraron una alta
proporcion de secuencias similares a Malassezia, con diferencias genéticas
significativas respecto a organismos asociados a mamiferos, descartando Ila
posibilidad de que se trate de contaminacién (Edgecomb et al., 2011). Investigaciones
en habitats de coral revelaron la presencia de genes asociados a Malassezia,
respaldando su actividad metabdlica subacudtica (Amend et al., 2012). Ademas, la
ubicuidad de Malassezia en ubicaciones marinas remotas refuerza la idea de su
autenticidad como residentes marinos, descartando la hipdtesis de contaminacién

terrestre (Amend, 2014).
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La primera vez que el género Malassezia se reportd en corales fue la especie
Malassezia globosa en ejemplares de coral Acroporus hyacinthus en la isla Ofu en
Samoa ( Amend et al., 2012). En una investigacion del 2022, se comparé entre corales
sanos y corales blanqueados, se encontré6 que la abundancia de Malassezia
aumentaba en cuatro géneros de coral Acropora, Platygyra, Porites y Pocillopora
cuando se trataba de los ejemplares blanqueados versus los que estaban sanos
(Chavanich et al., 2022). En el presente estudio, si bien en numero de lecturas, hay
mayor numero de lecturas de Malassezia en el ejemplar enfermo de M.cavernosa que
en los dos ejemplares sanos, es notable que en proporcién, forman una mayor
proporcion del total de hongos encontrados en las dos colonias sanas. Es notable que

este género de hongos ha sido también reportado en esponjas (Gao et al., 2008).

La tremenda diversidad de habitats en los que se ha reportado el género Malassezia
sugiere que las especies marinas de este grupo pueden adoptar un espectro de
estrategias tréficas que van desde la sapréfagia hasta la biotrofia (Amend, 2014). Los
organismos similares a Malassezia que residen en corales y esponjas aparentemente
saludables podrian relacionarse fluctuando en un espectro de comensales, ya sea
como patégenos latentes a la espera de la supresién del sistema inmunoldgico del
huésped, cdmo saprobios oportunistas o ambas cosas, dependiendo del contexto del

huésped y del ambiente (Amend et al., 2019).

Se destaca que, en este estudio, las muestras de corales aparentemente sanos
obtuvieron mayor numero de OTUs diferentes de Malassezia. Esta observacién
plantea la posibilidad de que la diversidad de especies de Malassezia en el hospedero

pueda servir como un indicador de su estado de salud.

Familia Trichosporonaceae

La familia de hongos basidiomicetos Trichosporonaceae pertenece al orden
Trichosporonales, la clase Tremellomycetes y el subfilo Agaricomycotina, e incluye
levaduras que son morfolégica y fisiolégicamente diversas. Algunas especies de esta

familia poseen la capacidad de acumular grandes cantidades de aceites oleaginosos
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en células individuales, lo cual las hace organismos biotecnolégicamente interesantes
(Aliyu et al., 2020). En este estudio se encontré el género Trichosporon Unicamente en

una muestra de M.cavernosa aparentemente sana.

El género Trichosporon ha sido documentado en investigaciones previas relacionadas
con los corales pétreos en el Mar del Sur de China (Xu et al., 2018), asi como en un
estudio adicional que abordé corales de la especie Acropora intermedia, los cuales
presentaban un estado de blanqueamiento parcial, también en el Mar del Sur de China
(Chen et al., 2024). También ha sido reportado en arena cerca del archipielago de

Truong Sa en Vietnam (Do Hong et al., 2023).

Phylum Ascomycota
Familia Cladosporiaceae

La familia Cladosporium (antes Davidiellaceae) pertenece al Orden Capnodiales. Fue
la Unica familia que se encontrd representante de la clase Dothideomycetes, la cual
ha sido reportada en varios estudios de micologia coralina (Amend et al., 2012,
Bonthond et al., 2018 en Roik et al., 2022). Se encontrd Unicamente en una muestra

de M. cavernosa afectada por la SCTLD.

Se identificaron dos OTUs correspondientes a hongos del género Cladosporium. En el
caso del OTU 93, la identificacion se limité al nivel de género, mientras que para el

OTU 89, se identificé la especie Cladosporium sphaerospermum.

Cladosporium es un género muy heterogéneo y diverso ya que tiene mas de 722
especies (Dugan et al., 2004). Las especies de Cladosporium tienen una distribucién
cosmopolita y se encuentran comunmente en todo tipo de restos vegetales, fungicos
y otros desechos. Con frecuencia se aislan del suelo, alimentos, pintura, textiles y otros
materiales organicos, o colonizan como invasores secundarios lesiones foliares
causadas por hongos fitopatégenos (Ellis, 1976 en Bensch et al., 2012). Este hongo ha
sido reportado en corales del género Favia y Palythoa, asi como en esponjas de

géneros como Tedania y Haliclona en Brasil (Paulino et al., 2020). Las especies de
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Cladosporium que se encuentran en entornos marinos han despertado interés debido
a su capacidad para producir una amplia gama de metabolitos con diversas actividades
bioldgicas, como agentes anticancerigenos, antimicrobianos, antivirales, entre otros.
Ademas, los hongos marinos como Cladosporium sp. han demostrado tener potencial
para la biodegradacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos, lo que contribuye a
la reduccion de la contaminacidn en las areas afectadas (Mohamed & Ibrahim, 2021).
Por otro lado, Xu y colaboradores (2018) realizarén bioensayos para evaluar la
actividad antimicrobiana de cepas de Cladosporium aisladas de corales pétreos del
Mar del Sur de China y determinaron que Cladosporium sp. Tenia actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus, mientras que
Cladosporium tenuissimum tenia actividad antimicrobiana contra Photobacterium

damselae.

La especie que se encontrd en este estudio, C. sphaerospermum ha sido reportada en
raices de la planta de la soya (Glycine max) teniendo influencia positiva en su
crecimiento (Hamayun et al., 2009). También ha sido aislada de muestras
provenientes de sedimentos del fondo marino a altas profundidades en mares de

China (Mohamed & Ibrahim, 2021).

Se han reportado hongos del género Cladosporium en muestras enfermas de SCTLD
de Colpophyllia natans (Salerno y Peters, 2020). En este estudio se encontrd en

muestras de M.cavernosa afectadas por la SCTLD.

La presencia de Cladosporium en corales afectados por enfermedades como la SCTLD
podria estar relacionada con la respuesta del hospedero a condiciones estresantes.
Cladosporium desempeiia diversos roles en los ecosistemas, incluyendo la
descomposicion de materia organica muerta como saprotréfos, la formacién de
asociaciones simbidticas como enddfitos en plantas, la interaccion con otros
organismos como patégenos y mutualistas, y la contribucidén a la formacién de
liguenes en algunas especies. Esta gran adaptabilidad se ve respaldada por una

capacidad metabdlica notable; muchas especies de Cladosporium pueden producir
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una amplia variedad de metabolitos secundarios con diversas actividades bioldgicas,
como agentes antimicrobianos, antivirales, anticancerigenos y biodegradadores de

contaminantes ambientales.

En este contexto, la deteccién de Cladosporium en M.cavernosa aunado a la deteccién
del mismo género de hongos en muestras de C. natans también afectadas por la SCTLD
(Salerno y Peters, 2020) plantea la hipdtesis de que este género de hongos podria
estar involucrado en procesos relevantes para la salud y la respuesta fisioldgica de los
corales ante condiciones estresantes, posiblemente desempefiando funciones como
descomponedores. Sin embargo, se requieren investigaciones adicionales para

caracterizar con precisidn el papel especifico de Cladosporium en estos procesos.

Familia Aspergillacea

La familia Aspergillaceae es la que tiene el mayor niumero de lecturas de este estudio.
Tuvo 123 de las 329 lecturas de hongos totales. Se encontrd GUnicamente en la especie
de coral M. cavernosa y es notable que se encontraron muchas mas lecturas en la
colonia enferma de M. cavernosa, con casi 100 lecturas, mientras que, si bien si se
encontrd en las 2 colonias sanas de M. cavernosa, el nimero de lecturas total no
alcanza los 30. En proporcién, podemos decir que, en el caso de la colonia enferma,
Aspergillus constituye casi el 50% de la totalidad de los hongos encontrados, mientras
gue, en las dos colonias sanas de M. cavernosa, constituye entre el 25 y el 30% de la

totalidad de hongos encontrados.

La familia Aspergillaceae pertenece al orden Eurotiales, clase Eurotiomycetes, de la
divisién Acomycota. Hay mas de 250 especies del género Aspergillus, son comunes y
estan ampliamente distribuidas. Se encuentran entre los grupos de moho mas
exitosos, con roles importantes en los ecosistemas naturales y la economia humana,
ya que varios productos alimenticios como el koji son producidos gracias a ellos,
ademas de ser organismos de interés en las industrias de biorremediacion vy
farmacéuticas (Bennett, 2009). Aspergillus es uno de los géneros de hongos descritos

hace mas tiempo, ya que fue descubierto en 1729 (Ainsworth, 1976).
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Las esporas de Aspergillus son componentes comunes de los aerosoles, donde se
desplazan a través de corrientes de aire, dispersandose a corta y larga distancia segun
las condiciones ambientales. Cuando las esporas entran en contacto con una
superficie sdlida o liquida, se depositan vy, si las condiciones son adecuadas, germinan
(Kanaani et al., 2008). La capacidad de dispersarse globalmente en corrientes de aire
y de crecer casi en cualquier lugar cuando hay alimentos y agua disponibles adecuados

hace que este género de hongo sean cosmopolitas ubicuos (Bennett, 2010).

Este género de hongos ha sido ampliamente reportado en corales, siendo una de las
primeras veces la investigacidon en la cual se planteé que Aspergillus sydowii era
causante de la aspergillosis en gorgonias (Smith et al., 1996). Varios estudios siguieron
esa linea de investigacion (Geiser et al., 19 Smith, 2004), sin embargo, en 2007, Toledo-
Hernadndez y colaboradores reportaron A. sydowii y otras especies de Aspergillus en
corales de la especie Gorgonia ventalina sin ningun tipo de afectacion y postularon la
idea de que quizd no eran el agente etiolégico, ya que parecian ser parte del
mycobioma base de corales sanos también (Toledo-Hernandez et al., 2008). El género
Aspergillus fue reportado en varios estudios de corales aparentemente sanos, co6mo
el de Wegeley colaboradores, quienes encontraron especies de este género cémo A.
oryzae y A. fumigatus en un ejemplar de Porites astreoides (Wegley et al., 2007), asi
como en corales de gorgonias en Ecuador (Soler-Hurtado et al., 2016) y en ejemplares
de Pocillopora acuta provenientes de diversas localidades de islas de Singapur
(Rabbani et al., 2021), lo cual plantea mas preguntas sobre la aspergillosis, ya que si
bien Smith e investigadores en 1996 realizaron los postulados de Koch para proponer
A. sydowii como patégeno causante de la aspergillosis, esta especie parece ser
abundante en una multitud de especies de corales hermatipicos y ahermatipicos, por

lo que podemos suponer que hay otros factores involucrados en la aspergillosis.

Sin embargo, A. sydowii también fue reportado en especies de Porites, Pocillopora y
Acropora en un estudio sobre blanqueamiento de coral, en el cual reportaron que la
abundancia de A. sydowii aumenté en los ejemplares blanqueados de Acropora, por

lo que los autores propusieron que quiza estaba actuando cdmo patdgeno durante
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eventos térmicos de blanqueamiento (Chavanich et al., 2022). En el presente estudio,
se observa que tanto en proporcidon, cobmo en numero de lecturas, el género
Aspergillus es mas abundante en una colonia enferma de M. cavernosa, lo que podria
sugerir que la enfermedad del coral hospedero propicia la proliferacién de este hongo.
Un estudio que puede sugerir un mecanismo por el cual sucede esto es el de Kirkwood
y colaboradores (2010), quienes plantean que algunas cepas de Aspergillus pueden
catabolizar el dimethylsulfoniopropionato (DMSP), el cual es producido por las algas
Symbionidium en los corales, y al catabolizarlo producen dimethyl sulfido (DMS), un
gas cuya oxidacién produce nubes de condensacion sobre los océanos (Sievert et al.,
2007 en Kirkwood et al., 2010). Esto plantea una direccién interesante para futuros
estudios, ya que la relacién entre los hongos y las algas Symbionidium en eventos de

SCTLD no esta para nada esclarecida.

Por ultimo, algunos estudios se han enfocado en usos biotecnolégicos del género
Aspergillus aislados de corales. Se han aislado con éxito varias moléculas de interés,
por ejemplo, polisacdridos extracelulares solubles en agua con actividad antioxidante
a partir del hongo asociado al coral A. versicolor, que contienen un nuevo
manoglucano con alta capacidad para eliminar los radicales superdxidos, lo cual

podria ser una fuente potencial de antioxidantes (Chen et al., 2011).

Familia Xylariacea

La familia Xylariaceae es parte de la clase Sordariomycetes, subclase Xylariomycetidae,
orden Xylariales. En este trabajo se reportaron 16 lecturas de esta familia, las cuales
se lograron identificar hasta nivel de género, el cual se identific6 como Ascotricha.
Todas las lecturas correspondientes a este género fueron encontradas en la colonia
378, es decir la colonia enferma de M. cavernosa. La clase Sordariomycetes es

probablemente la clase de Ascomycota mas reportada en corales (Roik et al., 2022).

En el caso de la familia Xylaraceae, es interesante notar que varias especies terrestres
de Xylaraceae han sido asociadas con un solo tipo de hospedero. Todos los miembros

de esta familia tienen capacidad de degradar celulosa y lignina (Rogers, 1979).
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También es interesante notar que esta familia ha sido categorizada generalmente en
dos tipos principales: las especies que fructifican en tejido vivo dentro del huésped,
matando areas limitadas de tejido y las especies que permanecen en estado de
dormancia en el tejido del hospedero hasta que este se encuentra bajo estrés,
posterior a lo cual, lo coloniza rapidamente y fructifica sobre él. Ejemplos de estas
interacciones se encuentran en géneros como Anthostomella, Daldinia,

Biscogniauxia, Camillea e Hypoxylon (Rogers, 2000).

Por otro lado, si bien no se encontraron reportes del género Ascotricha en corales, si
hay registros marinos. En un estudio del 2018, investigadores de la India, colectaron
sedimento a 1235 m de profundidad en el Océano a partir del cual aislaron hongos del
género Ascotricha, los cuales presentaron sesquiterpenos con actividades anti
fungicas (Ganesh Kumar et al., 2019). Esta investigacidn es relevante ya que debido a
la gran dificultad de cultivar dichos organismos hay muy poca informacién de éstos
hongos piezéfilos o piezotolerantes, es decir hongos que son capaces de sobrevivir y
crecer en ambientes de alta presion, como las profundidades ocednicas (Ganesh

Kumar et al., 2015).

Familia Trichosphaeriaceae

La familia Trichosphaeriaceae es parte de la clase Sordariomycetes, orden
Trichosphaeriales. Este orden tiene una Unica familia, la familia Trichosphaeriaceae.
Cabe mencionar que en este estudio, se logré identificar hasta el nivel de género, el

cual correspondié a Nigrospora.

Los hongos del género Nigrospora son una valiosa fuente de metabolitos secundarios
bioactivos, como nigrospordlidos y phomalactonas, los cuales son compuestos que
inhiben el crecimiento de plantas. En una investigacion del 2008, investigadores
colectaron cepas de Nigrospora en corales del género Gorgonia cerca de las islas
Similan en Tailandia. Estas cepas demostraron actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, incluyendo una cepa clinica resistente a la meticilina (Trisuwan

et al., 2008). En este estudio se encontré el género Nigrospora en una colonia
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aparentemente sana de M.cavernosa. Este hallazgo coincide con investigaciones
previas que también identificaron el género Nigrospora en corales que parecian estar
en buen estado de salud. Por ejemplo, en una investigacion realizada en el mar del
Norte de Egipto, se descubrid la presencia de la especie Nigrospora oryzae en corales
sanos de Acropora y en un ejemplar sano de Stylophora pistillata. Los investigadores
emplearon técnicas de cultivo y sefialaron que la especie N. oryzae fue una de las
menos prevalentes. En el mismo estudio, los investigadores inocularon esporas de N.
oryzae en dos corales, uno de la especie Galaxea fascicularis y otro de la especie
Stylophora pistillata. Observaron que, en el caso de G. fascicularis, se desarrollaron
manchas negras siete dias después de la inoculacion vy, a los 21 dias, el coral fallecié.
Sin embargo, en S. pistillata no se observé ningin cambio (EI-Morsy et al., 2017). Es
importante destacar que los autores de este estudio no proporcionaron detalles sobre
las condiciones de cultivo de los corales inoculados ni algunos aspectos
metodoldgicos, lo que dificulta la interpretacién de sus resultados. A pesar de estas
limitaciones, el estudio sugiere la posibilidad de un potencial papel patégeno o
parasitario dependiendo del hospedero, lo cual es un area de investigacion

interesante y que merece ser explorada mas a fondo.

Familia Roccellacea

Se identificaron 16 lecturas de Dirina paradoxa repartidas en 5 colonias de S. siderea
afectadas por la SCTLD. Se detecto este género de hongo también en una muestra

aparentemente sana de S. siderea.

Dirina es un género subtropical de hongos liquenizados de tipo crustoso perteneciente
a la familia Roccellaceae. Esta distribuido principalmente en el hemisferio norte en
climas tropicales y templados. Se suelen encontrar en zonas costeras. La especie
encontrada, Dirina paradoxa, se distribuye en la regién del Caribe, en las Bahamas, los
Cayos de Florida, las Antillas Menores, las Antillas Neerlandesas, Venezuela y Trinidad.
Crece cerca de la costa en la corteza de varios arboles y arbustos, asi como en rocas

tanto calcareas como acidas de la zona costera (Tehler et al., 2013).
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Es de notar que hasta la fecha no se han reportado en la literatura hongos liquenizados
como parte del holobionte de coral. Sin embargo, si hay registros marinos del género,
ya que la especie Dirina massiliensis f. sorediata fue registrada por investigadores de
Gran Bretaia en edificios maritimos como invasiva y clasificaron este hongo como
haldfilo (Fletcher y Crump, 2002), y la misma especie Dirina paradoxa es reconocida
como "de zona maritima", ya que se encuentra en cortezas de arboles, arbustos y

rocas costeras.

La liquenizacién es una de las relaciones simbidticas que pueden establecer los hongos
con las algas y las cianobacterias. Los liquenes siempre estan compuestos por un
micobionte y por uno o mas fotobiontes, que pueden ser algas o cianobacterias, que
se encuentran en una unidad morfofisioldgica distinta a sus componentes en vida libre
(Herrera-Campos et al., 2014). Los hongos del género Dirina suelen estar asociados a
las algas del género Trentepohlia como simbiontes liquenizados (Tehler et al., 2013).
Existe un intercambio de agua, carbono, nitrégeno y otros elementos esenciales entre
los organismos que componen el liquen y su entorno (Lawrey, 1984). Esta forma de
simbiosis ha sido considerada mutuamente beneficiosa, es decir, con beneficio para
los dos o0 mas componentes involucrados (Scott, 1973 y Nash, 2008). Sin embargo,
algunos estudios han descrito la liquenizacién como un tipo de parasitismo controlado
por parte del hongo, el cual se beneficia de los carbohidratos producidos por el
fotobionte, lo que puede resultar en un crecimiento mas lento del fotobionte en
comparacién con su forma de vida libre (Ahmadjian, 1993). Otras investigaciones
muestran evidencia de cambios en el tipo de relacién, que podrian fluctuar entre la
simbiosis y la patogenicidad (Arnold et al., 2009), incluso se ha encontrado que la
mutacién en un solo gen convertia un hongo endosimbionte de planta en parasito
(Tanaka et al., 2006). Se ha propuesto que la liquenizacién es un proceso gradual, que
generalmente tiene lugar en los margenes de la distribucién de las algas, donde las
condiciones para el crecimiento independiente de cada socio son subdptimas

(Golubic, 2005).
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Como ya se observo, el género Dirina ha sido casi exclusivamente asociado a las algas
del género Trentepohlia, las cuales no tienen registros marinos. Por otro lado, es
sorprendente el hecho de encontrar un hongo liquenizado en corales, ya sugiere varias
preguntas como: ¢Con qué fotobiontes estan teniendo asociaciones, si no es con
Trentepohlia? ¢ Qué impacto podria tener la presencia de liquenes en la salud de los
corales? Dado que este tipo de interacciones aparecen cuando las condiciones son
subdptimas para las algas, y en este trabajo se encontré este hongo liquenizado
prevalentemente en corales de S. siderea enfermos, ¢ podria querer decir que las algas
del coral, al estar en condiciones estresantes, pueden realizar asociaciones
mutualistas con hongos para obtener nutrientes? O bien, ¢podria ser que las

relaciones sean mas bien parasitarias por parte de los hongos?

Por otro lado, si bien, hasta donde sabemos, no se han encontrado hongos
liguenizados hasta ahora en los corales, algunos puntos podrian sugerir que esto
podria ser posible. Lo primero es que los liquenes del género Dirina suelen crecer en
sustratos calcareos (Tehler et al., 2013), y el esqueleto de coral es una estructura
calcarea porosa (Le Campion-Alsumard et al., 1995). También esta el hecho de que
algunos liquenes han demostrado adaptarse a ambientes marinos (Tindall-Jones et al.,
2023). Por ultimo, autores como Amend y colaboradores han sugerido que podria

haber relaciones de tipo liquen en los corales (Amend et al., 2012).

Las funciones de los liguenes marinos no estan para nada dilucidadas, ya que apenas
se han empezado a estudiar (Naranjo-Ortiz & Gabaldén, 2019). Sin embargo, existen
datos interesantes, como que se encontraron liquenes que penetran la roca caliza
costera incorporando diferentes cianobacterias endoliticas como Hyella caespitosa y
H. balani como simbiontes. Existe cierta evidencia de que esta liquenizacidn es
protectora porque las porciones liquenizadas de las colonias de cianobacterias evitan
ser comidas por los gastropodos que se alimentan de ellas (Le Campion-Alsumard y

Golubic, 1985).
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Se ha reportado también que algunos de los metabolitos secundarios de los liquenes
presentan propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antioxidantes, las cuales
podrian potencialmente ser de utilidad en la industria biofarmacéutica (Crawford et

al., 2019).

Gremios funcionales

El concepto de gremios, también conocidos como grupos funcionales, se refiere a
grupos de especies, ya sean relacionadas o no, que explotan la misma clase de
recursos ambientales de manera similar, analizando la composicién de las
comunidades basada en estrategias tréficas. El uso de gremios en el estudio de hongos
en corales presenta ciertas limitaciones. Una de las principales limitaciones radica en
la variabilidad de las estrategias tréficas de los hongos. A diferencia de algunos grupos
de organismos donde las estrategias tréficas pueden ser mas estables, los hongos son
conocidos por su capacidad de cambiar entre diferentes modos de vida, incluso dentro

de una misma especie (Watkinson et al., 2016).

Esto significa que un hongo que generalmente se considera saproéfito en ciertas
condiciones puede actuar como patdgeno o establecer una simbiosis mutualista en
otras circunstancias. Esta plasticidad en las estrategias tréficas de los hongos puede
complicar la asignacién precisa de gremios, ya que un mismo hongo podria caer en
diferentes categorias en funcién de su comportamiento en diferentes momentos o
contextos. Ademas, la falta de informacidn detallada sobre las estrategias de vida de
muchos hongos dificulta aun mas la definicién precisa de gremios en el contexto de
los corales. Por otro lado, el uso de categorias amplias en la asignacion de gremios en
el estudio de hongos en corales tiene por limitante la falta de especificidad. La
designacién de un hongo como "patétrofo" sugiere que tiene la capacidad de causar
enfermedades en otros organismos, pero esta etiqueta no distingue entre diferentes
tipos de patdgenos. Ademas, diferentes hongos patdgenos pueden tener objetivos
hospedantes especificos, lo que significa que un hongo puede ser patégeno para una

especie de coral pero no para otra. La falta de precisiéon en las categorias puede
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dificultar la comprensién de las dinamicas de enfermedades en los corales y la
implementacion de estrategias efectivas de conservacion y gestion. Sin embargo, a
pesar de estas limitaciones, se optd por el analisis de gremios en el estudio de hongos
en corales debido a su capacidad para ofrecer una perspectiva valiosa sobre la

ecologia de estos ecosistemas.

Como mencionan Roik y colaboradores (2023), el enfoque en gremios permite destilar
la complejidad de las comunidades fungicas en unidades mds manejables y revela
aspectos cruciales de las interacciones ecoldgicas y los roles funcionales de los hongos
en los corales. A pesar de las fluctuaciones de las estrategias tréficas y la amplitud de
las categorias, este enfoque proporciona una herramienta esencial para abordar
preguntas sobre la biodiversidad, la dinamica de enfermedades y la contribucién de
los hongos a la salud y resiliencia de los corales, ya que permite aproximarse a las

posibles estrategias troficas y funcion de los hongos en el holobionte coral.

Lo primero que se observd en cuanto a la composicién por gremio de las 3 especies
de coral (Fig. 12) es que en el caso de S. siderea, las colonias sanas tienen mayor
presencia de hongos patégenos, con una proporcion menor de hongos
patdgenos/saprotrofos y de hongos liquenizados, mientras que las colonias enfermas
presentan mayor abundancia de hongos liquenizados y una proporcién pequefa de
hongos patdgenos. El hallazgo de una mayor abundancia de hongos liquenizados en
las colonias enfermas podria sugerir que las algas, al encontrarse en una situacién
subdptima, podrian establecer asociaciones con hongos para obtener un acceso

mejorado a los nutrientes disponibles

En el caso de M. cavernosa, se observd que en las colonias sanas hubo una mayor
abundancia de hongos patdgenos y patdgenos-saprotréfos, mientras que en las
colonias con SCTLD, hubo una mayoria de hongos patdgenos-saprotréfos. Esto podria
deberse a que los hongos saprotréfos son oportunistas y en el caso de los corales con
lesiones, podria ser mas facil para este tipo de hongos colonizar el tejido. Finalmente,

en el caso de O. faveolata, no se observé ningln cambio en la composicién de los
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gremios, ya que tanto en las muestras sanas cdmo enfermas sélo se encontraron

hongos patdgenos de animales.

Los resultados obtenidos mediante el uso de FUNGuild muestran la clasificacion
funcional de diferentes hongos encontrados en el estudio (Tabla 4). Se observo que la
mayoria de los OTUs se clasificaron como patétrofo-saprotréfo y corresponden al
género Malassezia, que es considerado un patdgeno de animales. Estos hongos son
levaduras facultativas y se ha asignado un nivel de confianza "probable" en su
clasificacion (Kurtzman et al., 2011). Los hongos del género Malassezia son
dependientes de lipidos y, en animales como los humanos, se ha reconocido su
capacidad para causar enfermedades cutdneas. Sin embargo, su presencia en el
micobioma cutdneo de individuos con piel en buen estado de salud revela una
dualidad funcional, ya que detectar estos hongos no implica necesariamente que
estén siendo patdégenos. En el contexto coralino, es crucial destacar que el perfil
lipidico estd influenciado por la simbiosis con las algas del género Symbionidium. En
linea con estudios que vinculan la infeccidn viral de estas algas con la SCTLD (Beavers
et al., 2023), surge la interrogante sobre una posible conexién ain no comprendida
entre la presencia de Malassezia y las abundancias o estado de salud de las algas

Symbionidium que podrian ser las que les proporcionan lipidos.

Ademas, se identificé un OTU como Dirina paradoxa, un hongo liquenizado que se

clasifica como simbiotréfo con crecimiento de talo (Tehler et al., 2013)

Los hongos liquenizados podrian tener efectos tanto positivos como negativos en la
salud del coral. Por un lado, podrian actuar como patdgenos oportunistas y contribuir
al deterioro del coral enfermo. Por otro lado, podrian estar desempefiando algun
papel en la proteccion del coral contra patégenos invasores u ofreciendo algln

beneficio a través de la asociacion simbidtica.

Futuras lineas de investigacién podrian involucrar el analisis de expresion génica para
investigar las interacciones a nivel molecular entre los hongos liquenizados y el coral.

Este enfoque requeriria la identificacion de genes especificos que participan en la
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respuesta del coral a la presencia de hongos liquenizados, asi como el analisis de su
expresion bajo diferentes condiciones ambientales y de salud del coral. Este enfoque
permitiria comprender mejor los mecanismos moleculares involucrados en la
interaccién entre el coral y los hongos liquenizados, lo que podria proporcionar
informacidn valiosa sobre el papel de estos hongos en la salud y la respuesta fisiolégica

del coral.

El OTU90 corresponde a Ascotricha sp., clasificado como saprotréfo indefinido.
Aunque no se especifica su tipo de crecimiento, se asigna un nivel de confianza
"probable" en la clasificacién (Tedersoo et al., 2014). Por ultimo, el OTU96 se identifica
como Nigrospora sp., clasificado como saprotréfo indefinido. No se proporciona
informacion sobre su tipo de crecimiento, pero se asigna un nivel de confianza

"probable" (Tedersoo et al., 2014).

Los resultados de FUNGuild proporcionan una vision general de los gremios
funcionales de los hongos identificados en el estudio. La herramienta FunGuild logré
identificar 7 de 9 tdxones encontrados, sin embargo es notable que no haya
reconocido la secuencia de Pencillium ni de Trichosporon. La discrepancia en la
identificacion de las secuencias de Penicillium y Trichosporon por parte de FUNGuild
podria indicar que los linajes o variantes genéticas presentes en las muestras
estudiadas son significativamente diferentes de aquellos representados en la base de
datos utilizada por la herramienta. Esto podria ser resultado de la variabilidad genética
natural dentro de estas especies, asi como de la falta de representaciéon adecuada de
la diversidad genética en la base de datos de FUNGuild, dado que la mayoria de las
secuencias en la base de datos estdn derivadas de organismos terrestres. Esta
situacion subraya la necesidad de desarrollar y mantener bases de datos especificas
gue incluyan una amplia gama de hongos marinos. La creacion de estas bases de datos
especializadas permitiria una mejor identificacidon y caracterizacién de los hongos
presentes en los ecosistemas marinos, lo que a su vez mejoraria la precisién de las
interpretaciones ecolégicas y funcionales derivadas de estudios sobre estos

organismos.
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CONCLUSIONES

73

Este trabajo investigd la presencia y distribucion de hongos en los corales S.
siderea, O. faveolata y M. cavernosa aparentemente sanos y afectados por la
enfermedad de la pérdida del tejido de los corales del Caribe (SCTLD). Se
identificaron 8 géneros diferentes: Malassezia, Aspergillus, Penicillium,
Nigrospora, Trichosporon, Dirina, Ascotricha y Cladosporium.

Malassezia fue el Unico hongo que se encontrd en las tres especies de coral y
en los dos estados de salud, sin embargo, fue notable que presentd mayores
abundancias en las muestras sanas de las 3 especies de coral.

Se observé que en las muestras de M. cavernosa sanas, la mayoria de las
lecturas correspondieron a hongos “patégenos de animales”, mientras que en
las muestras enfermas, la proporcién de hongos patégenos-saprétrofos fue
mayor, lo cual podria deberse a que esta especie de coral es mds susceptible a
la SCTLD.

En el caso de las muestras de O. faveolata, no hubo cambio en los gremios, ya
que solo se registraron hongos patégenos de animales, mientras que en las
muestras de S. siderea, se reportaron mas hongos clasificados cdmo patdgeno
de animales en muestras sanas y en las muestras enfermas se detectd una
mayoria de hongos liquénizados.

Se resalta la deteccion del hongo liquenizado Dirina paradoxa, encontrado
exclusivamente en corales de Siderastrea siderea, especialmente en las
muestras de colonias afectadas por la SCTLD. Este descubrimiento plantea la
necesidad de una investigacion mas exhaustiva sobre las interacciones entre
los hongos liquenizados y los corales, con el objetivo de determinar si factores
ambientales o bioldgicos favorecen estas asociaciones y su impacto en la salud
de los corales. Ademas, se sugiere la posibilidad de investigar si la presencia de
hongos liquenizados estd relacionada con la vulnerabilidad o la resistencia a
enfermedades coralinas, especialmente considerando su asociacidn con

corales afectados por la SCTLD.



ANEXOS

ANEXO 1. Listado taxonémico de las 23 OTUs encontradas que fueron asociadas al reino

Fungi.
# de | Reino | Phylum Clase Orden Familia Género Especie
OoTU
109, Fungi | Basidiomycota | Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia
24,
108,
34,
32,
209,
28 Fungi Basidiomycota Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia globosa
201, Fungi | Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
202
216 Fungi | Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium
210 Fungi | Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Trichosphaeriaceae Nigrospora
221 Fungi | Basidiomycota | Tremellomyces Trichosporonales Trichosporonoaceae Trichosporon
15 Fungi | Ascomycota Arthoniomycetes Arthoniales Roccellaceae Dirina paradoxa
199 Fungi | Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Xylariaceae Ascotricha
183 Fungi | Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
198 Fungi | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium | sphaerospermum
27 Fungi | Basidiomycota | Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia restricta
53 Fungi Basidiomycota | Agaricomycetes Agaricales
206 Fungi | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium | dominicanum
213 Fungi NA NA NA NA NA
203 Fungi NA NA NA NA NA
121 Fungi NA NA NA NA NA
25 Fungi | Basidiomycota | Malasseziomycetes | Malasseziales Malasseziaceae Malassezia restricta
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