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RESUMEN

Las enfermedades por hongos en la fauna silvestre han incrementado en los ultimos
anos, ocasionando una disminucion drastica de las poblaciones y la extincion de especies a
nivel local y regional. Las relaciones que existen entre los microorganismos y los ambientes
en que se desarrollan juegan un papel fundamental en las propiedades y procesos de los
ecosistemas. En anfibios, se ha reportado que los cambios ambientales estan relacionados
con las enfermedades fungicas, ya que estos factores potencian el riesgo de infeccion. Sin
embargo, la micobiota de la piel de los anfibios, también cumple una funcién de proteccion
contra patégenos, por lo cual su estudio reviste importancia. Ambystoma dumerilii es una
especie microendémica del Lago de Patzcuaro amenazada por las actividades
antropogénicas, para la cual no existe informacion sobre los microorganismos asociados a la
piel, aunque existen reportes de la incidencia de hongos patégenos que amenazan a especies
de este género. En el presente estudio se caracterizd la micobiota de la piel de A. dumerilii,
con el objetivo de determinar la diversidad de hongos e incidencia de patdégenos, mediante el
analisis de la region que corresponde al ITS2 por secuenciacion masiva. El analisis de las
secuencias se llevo a cabo con el programa Quantitive Insights Into Microbial Ecology 2. La
asignacion taxondémica se realizdé con la base de datos UNITE. Los resultados obtenidos
indican la presencia de 585 OTUs pertenecientes a 27 clados de hongos, de los cuales los
ascomicetos representan el grupo mas abundante. La presencia de chytridiomicetos se
registré6 en algunos individuos, indicando que este grupo de hongos que incluye especies
patogénicas, no se presenta de manera general en la piel de A. dumerilii. No se obtuvieron
diferencias significativas en la composicién de la comunidad de hongos a lo largo del afo,
aunque se detectaron cambios en la abundancia relativa de algunos taxa, indicando cambios
estacionales en la micobiota. Estos resultados tienen implicaciones importantes para la

conservacion de la especie y para el estudio de enfermedades emergentes.

Palabras clave: hongos, Ambystoma, micobiota, OTUs.
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ABSTRACT

Fungal diseases in wildlife have increased in recent years, causing a drastic decrease
in populations and the extinction of species at the local and regional levels. The relationships
that exist between microorganisms and the environments in which they develop play a
fundamental role in the properties and processes of ecosystems. In amphibians, it has been
reported that environmental changes are related to fungal diseases, as these factors enhance
the risk of infection. However, the mycobiota of the skin of amphibians, also serves a function
of protection against pathogens, so its study is important. Ambystoma dumerilii is a
microendemic species from Lake Patzcuaro threatened by anthropogenic activities, for which
there is no information on microorganisms associated with the skin, although there are reports
of the incidence of pathogenic fungi that threaten species of this genus. In the present study,
the mycobiota of the skin of A. dumerilii was characterized, with the aim of determining the
diversity of fungi and incidence of pathogens, by analyzing the region that corresponds to its2
by massive sequencing. The analysis of the sequences was carried out with the Quantitive
Insights Into Microbial Ecology 2 program. The taxonomic assignment was made with the
UNITE database. The results obtained indicate the presence of 543 OTUs belonging to 27
clades of fungi, of which ascomycetes represent the most abundant group. The presence of
chytridiomycetes was recorded in some individuals, indicating that this group of fungi, which
includes pathogenic species, does not occur generally in the skin of A. dumerilii. No significant
differences were obtained in the composition of the fungal community throughout the year,
although changes in the relative abundance of some taxa were detected, indicating seasonal
changes in the mycobiota. These results have important implications for the conservation of

the species and for the study of emerging diseases.

Keywords: fungi, Ambystoma, mycobiota, OTUs.
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1.- INTRODUCCION

El estudio de las diferentes funciones de microorganismos asociados a sus
hospederos se ha incrementado de manera significativa en las ultimas décadas,
principalmente por el declive acelerado de poblaciones de vertebrados relacionadas a
enfermedades emergentes causadas generalmente por hongos y bacterias (Fisher et al.,
2012). Esto ha promovido el estudio de los microorganismos y el papel que juegan no solo
como agentes de enfermedades, sino también por la comunidad de microorganismos
(microbiota) que se consideran un componente vital para la sobrevivencia de su hospedero y
que puede variar a lo largo de la historia de vida de los hospederos, (McFall-Ngai et al., 2013;
Hird, 2017; Bordenstein y Theis, 2015). Las relaciones microorganismo-hospedero estan
relacionadas principalmente con la adecuacién del hospedero, ya que modifican el
almacenamiento y adquisicion de energia (e.g. obtenciéon de nutrientes), maduraciéon del

sistema inmune, comportamiento y proteccion contra patoégenos (Hird, 2017).

En la ultima década, el estudio sobre las comunidades de microorganismos presentes
en la piel de anfibios ha recibido gran atencion, ya que presentan una funcién protectora contra
patdgenos, como el uso de algunas bacterias benéficas para mitigar infecciones (Medina et
al., 2019). Estas comunidades estan compuestas por: bacterias, arqueas, hongos y eucariotas
unicelulares, ademas de particulas virales; la composicion y estructura de las mismas esta
altamente relacionada con la historia evolutiva, rasgos ecolégicos y funciones fisioldgicas

vitales de sus hospederos (e.g. vertebrados; Hird, 2017).

La mayoria de los estudios sobre la relacidon microorganismo-hospedero se ha
enfocado principalmente en bacterias, ya que se consideraban como principales agentes
infecciosos, asi como uno de los grupos histéricamente mas estudiados (Huffnagle y Noverr,
2013). Sin embargo, actualmente se reconoce que los hongos patégenos son una de las
principales causas de declive de poblaciones animales, ya que al cambiar las condiciones
ambientales, la abundancia de hongos patdgenos puede aumentar del 1% al 28% de la
abundancia total del microbioma (Jia et al., 2018; Jousset et al., 2017). Cabe mencionar que
los hongos de vida libre son altamente diversos y se reporta que presentan papeles
importantes en procesos ecoldgicos (e.g. mutualismo y antagonismos) en plantas (Peay et al.,

2016). También, existe evidencia de que generar simbiosis con animales-hospederos

e
3
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promueve defensas a diferentes niveles (e.g. insectos cultivadores de hongos como hormigas,
termitas y escarabajos descortezadores) (Ford y King, 2016). Por lo anterior, el estudio de
especies y comunidades de hongos (patégenos y no patdgenos) se ha incrementado
considerablemente, enfocandose en la funciéon que presenta con la relacion de los hospederos
(Meason-Smith et al., 2015).

Estudios recientes sugieren que mientras el componente fungico asociado a animales
y a comunidades bacterianas son parte de la bidsfera (<0.1% de células microbianas;
Huffnagle y Noverr, 2013), la diversidad de hongos (incluyendo nuevos linajes) es mas alta de
lo esperado (Peay et al., 2011). Aunado a lo anterior, se ha reportado que la respuesta de los
hongos a cambios ambientales y antropogénicos (e.g. cambio climatico global) es de manera
diferencial, produciendo cambios en la comunidad de hongos en el hospedero, asi como las
funciones que dicha interaccién genera (Virgin, 2014). Las modificaciones ambientales como
el cambio de uso de suelo, la pérdida, fragmentacion y contaminacion del habitat, son factores
que promueven un incremento en la tasa de infeccién de hongos patdgenos en vertebrados,
ya que afectan de manera directa patrones reproductivos y el sistema inmune de los
individuos, y de manera indirecta disminuyen la variabilidad genética e incrementan la
probabilidad de extincion de poblaciones a nivel local y regional (Blaustein et al., 1994; Daszak,
y Hyatt, 2003; Lips et al., 2008).

Dentro de los grupos de vertebrados altamente afectados por enfermedades
emergentes producidas por hongos se encuentran los anfibios (Kilpatrick y Daszak, 2010).
Una de las especies de hongos relacionadas al declive y extincidon local de anfibios es
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd; filum Chytridiomycota), el cual afecta zonas
queratinizadas (e.g. boca) de larvas y piel de adultos principalmente en denticulos y
mandibula, produciendo hiperqueratinizacién (engrosamiento de la piel) (Fellers y Green,
2001; Lips et al., 2004). Dicha especie es cosmopolita, se presenta principalmente en habitats
acuaticos y en suelos humedos. Son eficientes degradadores de celulosa, quitina y queratina;
presentan un ciclo de vida de dos fases: una mévil acuatica en la cual se dispersan las
zoosporas; y la no mévil en la cual ocurre un enquistamiento como esporangio en el

hospedero. (Berger et al., 2005).
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Lo anterior ha llevado a investigar el papel de las comunidades de hongos (micobiota)
de la piel de anfibios (Kueneman et al., 2015). Al contrario que en las bacterias, la diversidad
de hongos asociada a vertebrados y las funciones que presentan son aun poco estudiadas en
comparacioén con las comunidades bacterianas (Huffnagle y Noverr, 2013; Ford y King, 2016;
Peay et al., 2016).

Lo anterior cobra relevancia en el grupo de los anfibios, ya que a nivel mundial en las
ultimas tres décadas, este grupo presenta un declive en sus poblaciones y se reporta que ca.
del 43% de las especies se encuentra en riesgo o en peligro de extincidn a nivel local o regional
(Lips et al., 2008; NOMO059-SEMARNAT-2001). Entre estas especies se encuentra el
Ambystoma dumerilii (Ambystomatidae), la cual es una especie endémica del lago de
Patzcuaro, es conocida localmente como achoque y esta catalogada en peligro critico,
principalmente a la degradacion del habitat (NOM059-SEMARNAT-2001; IUCN red list 2020).

En las ultimas cuatro décadas, la cuenca del lago de Patzcuaro ha presentado una
tasa acelerada de evapotranspiracion, o que promueve un descenso en el nivel de agua del
lago (Chacon-Torres et al., 2004). Aunado a lo anterior, actividades antropogénicas como el
crecimiento de las zonas urbanas, la deforestacion y la erosion de los suelos promueven
contaminacion y eutrofizacién del cuerpo de agua, modificando la permanencia y ciclos de

vida de las diferentes especies que habitan en el lago (Ramirez y Dominguez, 2012).

De manera indirecta, los diferentes cambios en el habitat relacionados con actividades
antropogénicas promueven la proliferacion de enfermedades emergentes producidas por
hongos o bacterias, asi como producir cambios en el micobioma y las interacciones con el
hospedero (Bird et al., 2018).

Con base a lo anterior, en el presente estudio se caracterizé la micobiota presente en
la piel de A. dumerilii en vida libre, y los cambios potenciales en un ciclo anual mediante el uso
de Espaciadores Internos Transcritos 2 (ITS2, por sus siglas en inglés) e identificacion

taxondmica mediante secuenciacidon masiva.
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2.- ANTECEDENTES
2.1.- Anfibios

Referirse a los anfibios implica hablar de uno de los grupos de fauna mas diversos,
siendo un amplio grupo de vertebrados el cual cuenta con cerca de 7,598 especies descritas
en el mundo, y en México se distribuyen alrededor de 360, por lo que ocupa el quinto lugar
entre los paises con mayor diversidad de anfibios (Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004).
Estos vertebrados se distinguen como un grupo monofilético por presentar caracteristicas
comunes en su morfologia externa como piel lisa muy vascularizada sin proteccion que facilita
el intercambio de gases y que incluye glandulas mucosas y lechosas que humectan la piel y
secretan toxinas que funcionan como mecanismo de defensa y huevos sin membrana
extraembrionaria, los cuales dependen de ambientes humedos para evitar la desecacion
(Halliday y Adler, 2007; Vitt y Caldwell, 2009). Los anfibios presentan historias de vida
altamente dinamicas y dependientes de manera simultanea tanto de ambientes acuaticos
como terrestres; la mayoria de las especies presentan metamorfosis la cual esta altamente
relacionados con la dinamica ambiental (e.g. época de lluvias, cantidad de humedad, fases
lunares, etc.) (Parra-Olea et al., 2012). Los anfibios tienen funciones ecolégicamente
importantes, tales como la participacidn en procesos ecoldgicos reguladores del ecosistema,
jugando un papel importante en las diferentes interacciones ecoldgicas (e.g. depredacion,
competencia, mutualismo, etc.) y actian como mecanismos reguladores de la poblacion de

insectos (Young et al., 2004).

Por lo anterior, se sugiere que este grupo de vertebrados es altamente sensible a
cambios o perturbaciones naturales y antropicas, tanto en ecosistemas acuaticos como
terrestres, por lo que generalmente son utilizados como indicadores de cambios ambientales
a escala local y regional (Hof et al., 2011; Escalera-Vazquez et al., 2018; Duellman y Trueb,
1986). En general la antropizacion tiene impacto negativo, afectando la abundancia y amplitud
de distribucién de las especies (Dirzo et al., 2014). Aunque también hay casos donde este
impacto ha producido efectos positivos sobre la variabilidad y persistencia de especies en
ambientes modificados (Vallan, 2002), al igual que se podrian tener efectos sobre el sistema
inmune innato y adquirido como el aumento de su respuesta actuando en sinergia con el

microbioma (Young et al., 2016a). Entre los ajustes asociados a las especies resilientes en
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ambientes modificados se encuentran la atenuacion de la respuesta al estrés y cambios en el
microbioma, ya que una de las funciones del microbioma es entrenar y alertar la respuesta del
sistema inmunolégico para favorecer la sobrevivencia (resistencia a patégenos en poblaciones

naturales) (Romero, 2004).

2.2.- Interacciones del microbioma con la piel de anfibios

El microbioma hace referencia a las comunidades de microorganismos que coexisten
con un hospedero y que participan en diversos procesos que pueden ser vitales para el
hospedero, las cuales pueden ir desde adquirir nutrientes, proteccion contra patégenos,
entrenamiento del sistema inmune, correcto desarrollo y mantenimiento de varios tejidos
(Huffnagle y Noverr, 2013). La interaccién huésped-microorganismo a largo plazo depende de
la transmisién o adquisicion exitosa de los microorganismos en cada generacion, dado que en
algunos sistemas puede ocurrir predominantemente por transmision vertical de padres a hijos

(e.g. simbiosis; Hosokawa et al., 2007).

La microbiota constituye un complejo ecosistema en permanente interaccion con el
huésped. Este ecosistema participa activamente en la doble funcién protectora de la piel, como
barrera fisica e inmunoldgica. Por lo tanto, cuando el equilibrio del ecosistema se altera, se
generan consecuencias negativas que predisponen y causan la aparicion de enfermedades
(Ackerman y Underhill, 2017).

2.3.- Comunidades de hongos en anfibios

En los ultimos afios, el papel de los microorganismos en los hospederos y las
funciones que desempafan desde una perspectiva ecofisiolégica, ha generado cambios en
los paradigmas sobre la importancia de la diversidad de microorganismos a diferentes escalas
ambientales, ya que anteriormente, se consideraban principalmente como agentes causales
de enfermedades, y en la actualidad se consideran como un componente vital para la
sobrevivencia de su hospedador (Flérez et al., 2015). Con este cambio de papel funcional de
los microorganismos se han generado los términos como: holobionte/hologenoma que hace

referencia a las comunidades de microorganismos que pueden actuar como una unidad de
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seleccién, y microbioma (Bordenstein y Theis, 2015); que hace referencia a todas las
comunidades de microorganismos que coexisten en un hospedero y participan en diversos
procesos vitales (Hird, 2017). El estudio del microbioma tiene como objetivo principal
comprender la funcién de las comunidades de microorganismos y su composiciéon. Al dia de
hoy, para los anfibios, asi como para otros huéspedes, es importante saber si los
microorganismos asociados a los microbiomas de un hospedero cambian temporalmente y en
qué medida, dado su papel defensivo contra los patégenos, y asi comprender cual es el papel

que tienen en la salud de los anfibios (Bletz et al., 2013).

La dinamica temporal de los microbiomas se encuentra ligada a la relacién estructura-
funcién, debido a que se reconoce que las relaciones entre un hospedero y el microbioma
estan influenciadas por distintas variables como la historia evolutiva, el genotipo, el
comportamiento e historia de vida del hospedero (Ding y Schloss, 2014). Ademas de la
alteracién de las comunidades microbianas mas alla del rango natural (disbiosis) asociada con
el estrés ambiental, los cambios ambientales desfavorables causados por actividades
antropogénicas pueden conducir a una mayor incidencia de ciertas enfermedades al
hospedador (Bird et al., 2018).

Hird, (2017) menciona que el estudio de los microbiomas de animales en vida silvestre
es fundamental para entender la historia evolutiva de los organismos debido a las multiples
funciones que las comunidades de microorganismos llevan a cabo y que son vitales para la
supervivencia de su hospedero. El microbioma de la piel de anfibios se esta estableciendo
como un sistema modelo para comprender las relaciones tripartitas entre el huésped, el
microbioma y los patdégenos. Un ejemplo es la produccién de metabolitos por bacterias
asociadas a la piel, ya que es un componente crucial de la defensa inmunolégica contra
patégenos fungicos letales como Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) y Batrachochytrium

salimandrivorans (Bsal) (Longo et al., 2015).
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Los anfibios tienen inmunidad innata, asi como resistencia adicional a través de
comunidades microbianas cutaneas. A pesar de que las bacterias se reconocen como
posibles probioticos, se desconoce el papel de los hongos en la proteccion contra la infeccion
por Bd. Por ejemplo, en un estudio se usdé un enfoque de cuatro partes, incluida la
secuenciacion de alto rendimiento de las comunidades bacterianas y fungicas, el cultivo de
hongos, los ensayos de desafio con Bd y las adiciones experimentales de probioticos a los
sapos partera (Altyes obstetricans) para examinar las funciones superpuestas de la microbiota
bacteriana y fungica en la defensa de patégenos en ranas flecha venenosas
(Dendrobates sp.) mantenidas en cautiverio. Los resultados revelaron que los taxa de hongos
cutaneos diferian de la microbiota ambiental en tres especies y una subespecie
de Dendrobates spp. ElI cultivo de hongos ambientales y asociados con el hospedero
proporciond humerosos taxa con la capacidad de inhibir o facilitar el crecimiento de Bd. La
abundancia de hongos cutaneos contribuyé mas ala defensa contra Bd (~ 45% de la
comunidad de hongos), que las bacterias (~ 10%), y las especies de ranas albergaron distintas
comunidades inhibidoras que eran distintas del medio ambiente. En este estudio, ademas se
demostrd que una terapia con probioticos fungicos no inducia una reaccion endocrino-inmune,
en contraste con los probidticos bacterianos que estresaron a los anfibios hospederos y
suprimieron las respuestas de péptidos antimicrobianos, limitando su potencial de colonizacion

a largo plazo (Kearns et al., 2017).

2.4.- El caso de Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) y Batrachochytrium
salamandrivorans (Bsal)

Las enfermedades infecciosas ocasionadas por hongos han incrementado en los
ultimos afios en los anfibios, principalmente las causadas por Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd) y Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal), conocidas como quitridiomicosis, las cuales
se han asociado a la disminucion de poblaciones y extincion de especies (Martel et al., 2013).
Se ha comprobado que la quitridiomicosis actua en sinergia con caracteristicas ambientales
(actividad antropogénica) y la historia de vida de los anfibios (Brem y Lips, 2008). En ambas
especies de quitridios, la capacidad de infeccidon esta altamente relacionada a que son hongos
activos en ambientes acuaticos y terrestres e infectan tanto la piel de individuos adultos por
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contacto directo entre huéspedes, como mediante zoosporas presentes en el agua, asi como
partes bucales de larvas. Los quitidrios presentan formas de vida saprofita o parasitica y se
caracterizan por tener una fase movil infectiva y una fase sésil (Longcore et al., 1999; Voyles
etal., 2011). Se alimentan de celulosa, quitina o queratina; ésta ultima presente en abundancia
en la piel de anfibios, principalmente en denticulos y mandibula, produciendo
hiperqueratinizacion (engrosamiento de la piel) (Lips et al., 2004). Bd se desarrolla
principalmente en zonas templadas (a. 23 °C), y se ha reportado que crece mas lentamente a
menores temperaturas (Carey, 2000); mientras que la temperatura de desarrollo para Bsal
ronda los 15 °C, y se ha reportado que no coloniza a temperaturas superiores a 25 °C (Blooi
et al., 2015a).

Con respecto a Bd, la prevalencia de la infeccion y la carga de infeccion exhiben una
variaciéon temporal y tal variacion probablemente también caracteriza la dinamica de la
enfermedad Bsal. (Kinney et al., 2011). Un factor muy importante que impulsa esta variacion
es la temperatura, pero en general no se han comprendido bien los factores que impulsan esta
variacién debido al papel defensivo de la microbiota (Rohr et al., 2008; Bustamante et al.,
2010). En cuanto a la epidemiologia de estos dos patégenos, se sabe que Bd es capaz de
infectar a especies pertenecientes a los tres 6rdenes de anfibios que se conocen, mientras
que Bsal solo infecta a anfibios del orden caudata y esta restringido a Europa y Asia (Kilpatrick
et al., 2010).

Teniendo en cuenta el papel defensivo de la microbiota cutanea, la variabilidad
temporal de estas comunidades también puede ser un factor importante en la dinamica de
dicha enfermedad, especialmente si se considera que la supervivencia de la poblacion esta
relacionada con la proporcidn de anfibios con bacterias inhibidoras de Bd. (Lam et al., 2010).
Se ha demostrado que diversos compuestos quimicos producidos por bacterias que forman
parte del microbioma cutaneo de diversas especies de anfibios, son capaces de inhibir el
crecimiento de zoosporas de Bd, tanto en ensayos in vitro como en ensayos donde se
realizaron infecciones experimentales (Woodhams et al., 2015). Hasta la fecha se han
identificado y caracterizado cinco compuestos sintetizados por bacterias del microbioma
cutaneo de diversas especies de anfibios, los cuales son: violaceina e indol-3-carboxialdehido

(I3C) que son producidos por distintas cepas de Janthinobacterium lividum (Brucker et al.,
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2008a), 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG) identificado en sobrenadantes de la bacteria
Lysobacter gummosus (Brucker et al., 2008b), triptofol es un metabolito producido unicamente
en cocultivos de Bacillus sp. y Chitinophaga arvensicol (Loudon et al., 2014b) y prodigiosina

sintetizada por distintas cepas de Serratia marcences (Woodhams et al., 2018).

Los primeros registros de quitridiomicosis en México comenzaron en la década de
1980, cuando Scott, (1993) observé una mortalidad masiva en individuos postmetamorficos
de la especie de rana Lithobates tarahumare distribuidos desde Arizona hasta Sonora, los
cuales presentaron sintomas producidos por chitridios (Bd). Por otro lado, un declive dramatico
de las poblaciones de salamandras de los géneros Bolitoglossa, Thorius, Pseudoeurycea y
Chiropterotriton en los estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Hidalgo y Nuevo Ledn, con
sintomas de quitridiomicosis fue documentado por Parra-Olea et al., (1999) y Rovito et al.,
(2009).

2.5.- Género Ambystoma

Los anfibios del orden caudata (salamandras) dependiendo de la etapa de su ciclo de
vida pueden ser terrestres o acuaticos, cuentan con diferentes rasgos morfologicos
caracterizandose por presentar un cuerpo cilindrico, surcos laterales cola larga y 4
extremidades de un tamafio similar, aunque en algunas especies existe la pérdida o reduccion
de las extremidades posteriores (Halliday y Adler, 2007). Dentro de este orden se encuentra
la familia Ambystomatidae, la cual se compone unicamente del género Ambystoma que
incluye 35 especies con distribucion desde el sur de Canada y Alaska, hasta el limite sur del
altiplano Mexicano (Casas-Andreu et al., 2004). En México se distribuyen 17 especies, de las
cuales 16 son endémicas; a diferencia de lo que les ocurre a las salamandras y otros anfibios
metamaorficos, los Ambystomas no presentan muda de piel y en algunas especies los adultos
son paedomorficos o neoténicos, es decir, que alcanzan la madurez sexual con caracteristicas
larvarias, por ejemplo, la retencion de branquias y la permanencia de su forma acuatica
(Ortega, 1999).

El Ambystoma dumerilii (achoque; figura 1) es endémico del lago de Patzcuaro, esta

especie es de talla mediana (con alrededor de 25 cm) la cabeza esta redondeada y se
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presenta aplanada dorsoventralmente, presenta un color verde claro, con tonalidades violeta
y café, tiene un color mas claro en las extremidades y en la regién ventral; en los costados
presenta manchas blanquecinas, en cabeza y dorso se pueden presentar depresiones por la
presencia de glandulas en la piel y su pliegue gular es visible (Aguilar-Miguel, 2005). Es
utilizado como alimento por tener un alto contenido energético, como medicina en tratamientos
de vias respiratorias y asma, siendo estas sus principales amenazas debido a la sobre
explotacion de las poblaciones de achoque para su venta y consumo (Frias-Alvarez et al.,
2010).

N

Figura 1 Ambystoma dumerilii capturado in situ para la toma de muestras.

2.6.- Cuenca endorreica

El lago de Patzcuaro pertenece a la cuenca endorreica del mismo nombre, en la cual
la dinamica hidrica esta altamente relacionada con la precipitacion, la evaporacion, y presenta
un alto contenido de oxigeno disuelto, desde la superficie del agua hasta el fondo (Chacén,
1993); presenta una clara heterogeneidad en sus caracteristicas fisicas y quimicas (Sanchez-
Chavez et al., 2011). Permitiendo clasificar el lago en tres zonas distintas; La zona sur, la zona
centro y la zona norte (Zambrano et al., 2011). La zona sur es la region mas somera (hasta
0.15 metros) y perturbada del lago, pues posee el asentamiento humano mas importante de
la cuenca (la ciudad de Patzcuaro) y recibe tres descargas municipales que no cuentan con
un tratamiento adecuado (Patzcuaro, Janitzio y Erongaricuaro) (Chacoén-Torres et al., 2004;
Sanchez-Chavez et al., 2011). En esta zona, las actividades humanas son muy frecuentes,
sobre todo las turisticas en la isla de Janitzio. EI combustible de las embarcaciones y la

resuspension de sedimento a causa de los motores son factores que alteran la calidad del
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agua en esta zona somera (Lindig-Cisneros y Zambrano, 2007). La zona norte del lago es la
mas profunda y se caracteriza por el uso de suelo agricola en las riberas. Esta zona recibe el
impacto de las poblaciones de Quiroga, Santa Fe de la Laguna, Tzintzuntzan y San Jerénimo.
La calidad del agua, con base en los valores ICA de Sanchez-Chavez, (2011) es intermedia
(63.73 £ 1.81, unidades ICA) entre la zona sur (60.33 = 1.70, unidades ICA) y centro (68.86 *
1.16, unidades ICA). La descarga municipal mas importante es la de Tzintzuntzan, cuyo
tratamiento también es deficiente (Sanchez-Chavez et al., 2011). La zona centro se considera
la region mas conservada del lago. El uso de suelo predominante es el forestal y los poblados
aledanos (Tarerio, Ucasanastacua y Oponguio) son los que cuentan con un menor numero de
habitantes (INEGI, 2010). El indice de la calidad del agua en esta zona presenta los valores

mas altos en comparacion con las demas zonas (Sanchez-Chavez et al., 2011).

Como ya sabemos tanto factores bioldgicos y ambientales como pueden ser el habitat,
la variacion temporal y la historia de vida del hospedero influyen sobre la composicion del
microbioma, cada uno en diferente medida. Por lo tanto, en este estudio analizamos el
micobioma del A. dumerilii en el lago de Patzcuaro para determinar cambios en la diversidad
de hongos relacionados a la dinamica estacional al igual que la presencia de hongos

patdgenos.
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3.- HIPOTESIS

La diversidad de hongos asociados a la piel de Ambystoma dumerilii en el lago de
Patzcuaro presentara cambios relacionados a la dinamica estacional favoreciendo la

presencia de hongos patdogenos en temporada calida.
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4.- OBJETIVOS
4.1.- Objetivo general

Determinar la diversidad y variacion temporal de hongos asociados a la piel de

Ambystoma dumerilii en el Lago de Patzcuaro.

4.2.- Objetivos especificos

Identificar los grupos taxondmicos de hongos asociados a la piel de Ambystoma

dumerilii, asi como su variacion estacional.

Identificar la presencia de hongos potencialmente patégenos asociada a la piel de

Ambystoma dumerilii.

Analizar la presencia de hongos patogenos asociada a la piel de Ambystoma dumerilii

y su actividad infecciosa potencial relacionada a la dinamica ambiental.
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5.- CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

El lago de Patzcuaro es un lago de alta montaia localizado en la regidon sur del
Altiplano Mexicano, situado en la parte centro norte del estado (19°31’ y 19°42’ N, 101°43’ Y
101°43’ O). Pertenece a una Cuenca endorreica donde el balance hidrologico se encuentra
controlado por la diferencia entre precipitacion y evaporacion, siendo un sistema bien
mezclado y con alto contenido de oxigeno disuelto, desde la superficie del agua hasta el fondo
(Chacon, 1993). Presenta un clima templado con lluvias en verano - C(w2)(w)b(e)g -, una
oscilacion térmica de 7 a 14°C, la temperatura y precipitacion promedio anual son de 16.4°C

y 1041.2 mm respectivamente (Garcia, 1973).

5.1.- Caracteristicas abioticas: La cuenca del lago de Patzcuaro es cerrada de
dimensiones pequefias, teniendo en la direccidn este-oeste una longitud de 50 km y en
direccion norte-sur una longitud de 33 km (Gardufio, 2000). Colinda al oriente con la Cuenca
del Rio Grande de Morelia, al poniente con el Rio Lerma y al sur con la Cuenca del Lago de
Zirahuén. El lago no cuenta con efluentes ni rios tributarios importantes, siendo alimentado
por arroyos temporales durante la temporada de lluvias; las entradas de agua al vaso lacustre
derivan exclusivamente de la lluvia estacional y la infiltracion, por lo que las variaciones de
nivel son continuas. Sin embargo, se ha registrado un promedio de altitud de 2035 metros

sobre el nivel del mar (Chacoén et al., 1991).

5.2.- Geologia y Suelos: El lago de Patzcuaro forma parte del Corredor Tarasco el
cual alberga mas de mil conos volcanicos de tipo monogénico con una composicion
calcialcalina formada por rocas volcanicas del Cenozoico y de sedimentos lacustres de origen
fluvial (Garduio, 2000). Las rocas de la era Terciaria son principalmente andesitas que
contienen olivina, albita, bidtica, augita e hiperstenos. (Chacén, 1993). Los suelos andosoles
son originados a partir de cenizas volcanicas, con un alto contenido en fésforo, siendo muy
susceptibles a la erosion (Toledo y Barrera—Bassols, 1984; Chacén et al., 1991). También, se
presentan luvisoles localizados en las regiones con mayor actividad volcanica en la cuenca,
los cuales son muy susceptibles a la erosién. También se pueden encontrar suelos Acrisoles,
Vertisoles y Gleysoles, éste ultimo es un componente geoldgico primario de las riberas del
lago (Chacén, 1993).
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5.3.- Fisiografia: La Cuenca del lago de Patzcuaro forma parte de un sistema de
cuencas lacustres enclavado en el Cinturdn Volcanico Transmexicano que es una amplia
franja que va del Océano Pacifico al Golfo de México constituida por materiales igneos de
finales del Mesozoico y principios del Cenozoico. Caracterizada por ser una altiplanicie situada
a mas de 2000 m.s.n.m de la que sobresalen numerosos cerros de varios cientos de metros
de altura como el Cerro de San Andrés (2400 m.s.n.m), San Isidro (3200 m.s.n.m), Grande
(2800 m.s.n.m), Tingambato (2550 m.s.n.m), San Miguel (2500 m.s.n.m), El Frijol (3150
m.s.n.m), El Zirate (3340 m.s.n.m), y EI Umbicho (m.s.n.m) (Gardufio, 2000).

5.4.- Morfometria: Se considera a la morfometria como un factor determinante en la
productividad de un cuerpo de agua ya que el analisis de sus diferentes magnitudes
proporciona informacioén que puede ser relacionada con los nutrientes y la energia que recibe
el sistema. El lago tiene forma de “C”, con un perfil basicamente homogéneo, con una
pendiente de relieve suave en zonas litorales y mas abruptas en las zonas limnéticas y con
una rugosidad del fondo media caracteristica de una region volcanica (Chacén-Torres, 1992).
La batimetria del lago realizada por Chacon-Torres et al.,, (1989), registra que las
profundidades maximas se encuentran en la parte norte y las mas someras en el sur. Las
profundidades maximas registradas son 15 m (De Buen, 1944), 12 m (Chacén-Torres, 1992),
10.25 m (Chacén, 2000). La profundidad media del lago de Patzcuaro es de 4.9 m y el volumen
total de lago fue estimado en un total de 628.4 millones de metros cubicos (Chacoén-Torres et
al., 1989). El lago posee ocho islas, la mas grande de ellas conectada a tierra firme por un
camino de terraceria, mientras que otras dos se encuentran separadas por pantanos y

angostos canales artificiales.
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6.- MATERIALES Y METODOS
6.1.- Colecta de individuos y toma de muestras

Se determinaron tres sitios de muestreo dentro del lago de Patzcuaro situados en la
parte norte, entre las localidades de San Jeronimo, Quiroga y Ojo de agua (figura 2). En cada
sitio de muestreo se colocd una linea de 250m con 70 trampas artesanales tipo nasa. Se
consider6 una separacion de 3-5m de distancia entre cada trampa y una profundidad de 5-8m
en la columna de agua, con coordenadas en la Linea 1 = 19°39'49”N 101°35'23"0; 19°39'45"N
101°35'39"0 Linea 2 = 19°40"11.6"N 101°35'47.4"0O; 19°40'01.6"N 101°36'01.5"0O Linea 3 =
19°39'54.8"N 101°35 53.3"0; 19°39'61"N 101°35'69"0. Los muestreos se realizaron
mensualmente de febrero 2018 a noviembre 2018 en los tres sitios, con la ayuda de los
pescadores de la localidad. Simultaneamente se colocaron dispositivos de medicién de
temperatura y penetracion de la luz (HOBO Pendant 64k) a lo largo de la linea de pesca entre

1y 3 m de profundidad.

A cada individuo capturado, se le tomaron tres muestras de secreciones de la piel,
utilizando la técnica de frotis con hisopos estériles. Para lo cual se tomé al achoque con
guantes y se froto varias veces el hisopo sobre toda la superficie del cuerpo, incluyendo
branquias y extremidades (figura 3). Los palillos de soporte de los hisopos se cortaron y se
conservaron en microtubos estériles con etanol al 70% teniendo cuidado de que el palillo de
cada hisopo no toque la tapa del microtubo y se transportaron al laboratorio donde se

almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.
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Figura 2 Localizacion del Lago de Patzcuaro. El color azul representa el espejo del lago, el color café

las localidades con mayor poblacién y el naranja el estado de Michoacan.

B ———————————————
19

Alicia Pérez Vieyra Licenciatura en Biotecnologia




Hongos asociados de la piel de A. dumerilii UMSNH

Figura 3 Toma de muestras de secrecion de la piel de A. dumerilii usando la técnica de frotis con

hisopos estériles.

6.2.- Purificacién y evaluacion de ADN

A partir de una muestra de frotis por individuo se realizé la purificacion de DNA
mediante el uso del sistema comercial Tissue and Blood DNeasy (QIAGEN) de acuerdo a las
instrucciones sugeridas por el fabricante, con una modificacién en el paso de lisis celular, para
la cual se usaron microperlas de zirconio (QIAGEN) y un homogenizador de tejido (Tissue
Lyser, QIAGEN). Para la purificacion de DNA, inicialmente se removié el hisopo y se
conservaron las fibras de algodon. Las muestras se sometieron a evaporacion del etanol en
un ultracondensador de vacio a 40°C (CENTRIVAP) durante 15-25 minutos. Posteriormente
se agrego el buffer de extraccion y las microperlas de zirconio a cada muestra y se sometieron
a 2 ciclos de lisado celular durante 30 segundos seguidos por incubacién en hielo 30
segundos. Concluida la lisis celular se continuo con el protocolo de extraccion siguiendo las

instrucciones del fabricante (Tissue and Blood DNeasy, QIAGEN).

Para evaluar la integridad del DNA purificado, se realizé una electroforesis en un gel

de agarosa al 1% tefnido con el fluoréforo SYBR safe (Invitrogen) a 80V durante 30 minutos.
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La concentracion del DNA purificado se determind mediante un fluorometro Qubit

(Invitrogen).

6.3.- Amplificacion, construccion de librerias y secuenciacion
El analisis de la micobiota presente en la piel de Ambystoma dumerilii se realizd
mediante la amplificacion y secuenciacion de la region ribosomal de DNA conocido como
espaciador interno transcrito (ITS2) usada como marcador universal o "barcode" para la
identificacion taxondmica de especies de hongos (Schoch, 2012; https://unite.ut.ee/), usando
los primers: 3F: 5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3'y 4R: TCCTCCGCTTATTGATATGC.

La amplificacion del ITS2, asi como la generacién de las librerias y secuenciacién masiva del

amplicon se llevd a cabo mediante el servicio comercial Macrogen usando la plataforma de
secuenciacion lllumina MiSeq con lecturas pareadas de 300 bp, con un total de 100,000

lecturas por muestra.

6.4.- Andlisis de datos

Para determinar diferencias en temperatura entre las distintas temporadas, se
utilizaron analisis de varianza de una via (ANOVA). Previo al ANOVA, se realizaron pruebas
de normalidad (Shapiro-Wilk’s) y homocedasticidad (Bartlett) tomando como nivel de
significancia p < 0.05. Si la los datos de temperatura presentaron diferencias significativas en
las pruebas de normalidad y homocedasticidad se realizaron ANOVAs no paramétricos. En
los casos que presentaron diferencias significativas, se llevaron a cabo comparaciones

pareadas (e.g. Tukey-Kramer HSD o Wilcoxon, segun sea el caso).

El preprocesamiento de secuencias (trimming, demultiplexing, remocién de quimeras
y emparejamiento) se llevé a cabo con el programa Quantitive Insights Into Microbial Ecology
2 (QIIME2, ver. 2018.8.0, https://giime2.org/), usando el algoritmo DADA2. Para la

asignacion taxonomica se utilizé la base de datos UNITE (https://unite.ut.ee/) utilizando la

ultima version de la base de datos liberada con criterios de asignacion dinamicos (97%, 99%
y 100%). Los analisis de diversidad se llevaron a cabo mediante el

algoritmo core_diversity analyses.py disponible en QIIMEZ2.

e
21

Alicia Pérez Vieyra Licenciatura en Biotecnologia


https://unite.ut.ee/
https://qiime2.org/
https://unite.ut.ee/

Hongos asociados de la piel de A. dumerilii UMSNH

7.- RESULTADOS

7.1.-Temperatura en las diferentes temporadas
Los datos obtenidos de temperatura no presentaron una distribucién normal (W = 0.947,
P<0.001) y no se ajustaron al modelo de homocedasticidad (K? = 452.22, gl = 2, P< 0.001),
por lo que se realizd6 un ANOVA no paramétrico. Dicho analisis mostré diferencias
significativas entre las temporadas (Kruskal-Wallis: X? = 1577.5, gl= 2, P < 0.001). La mayor
temperatura se registro en la temporada calida (X = 20.13 + DE 1.40), seguida de la temporada
templada (20.78 = 1.20) y la temporada fria (17.64 + 2.07).
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Figura 4 Grafica de caja y bigotes de las temperaturas obtenidas en las diferentes temporadas. La
cajas y lineas punteadas verticales representan los cuartiles y las lineas verticales la mediana. Las

letras indican diferencias significativas (P<0.05).
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7.2.- Diversidad de la micobiota

Con base en los resultados, se obtuvieron 389,000- 542,000 lecturas totales de
secuencias por muestra con valores de Q30 mayores al 86.5% (tabla 1) y se identificd un total
de 585 OTUs. De manera general, se identificaron 97 OTUs asociados a hongos, de los cuales
44 OTUs fueron asignados a nivel de especie (tabla 2). Estas comunidades de hongos
asociados a la piel de A. dumerilii estan constituidas por un porcentaje variable de hongos no
identificados, con mayor predominancia del filo Ascomycota, seguido por el filo Basidiomycota
y Chytridiomycota, el cual presenta una baja abundancia (figura 5). Es importante resaltar que
los Chytridiomycetes estuvieron presentes soélo en 2 individuos de la temporada templada,
equivalente al 14.44% de las muestras analizadas. Sin embargo, la especie no se identifico

con las secuencias de ITS disponibles en la base de datos UNITE.

Tabla 1 Lecturas totales de secuencias por muestra con valores de Q30 para la secuenciacion de
extremo emparejado de lllumina. Este valor se refiere a la suma de leer 1y leer 2. GC (%): Contenido
de GC, AT (%): Contenido de AT, Q20(%): Proporcién de bases que tienen un puntaje de calidad phred

superior a 20, Q30(%): Proporcién de bases que tienen un puntaje de calidad phred superior a 30.

ID de la muestra Total bases de Lecturas GC (%) AT (%) Q20 (%) Q30 (%)
leidas (bp) totales

C-xx2450H1 136,274,138 452,738 46.15 53.85 93.04 86.75
C0040H1 158,115,902 525,302 47.95 52.05 93.48 87.93
C0040H2 155,739,206 517,406 47.44 52.56 93.24 87.59
L-Am-1 117,272,008 389,608 47.31 52.69 93.13 86.84
OH2 132,683,810 440,810 45.51 54.49 93.9 88.09
OHC1 119,832,916 398,116 46.05 53.95 93.91 88.24
OHC3 163,167,886 542,086 47 .44 52.56 93.05 87.24
C-001VL 87,479,630 290,630 44.81 55.19 95.19 89.22
CAI2JOC 102,715,046 341,246 56.64 43.36 93.07 84.95
CHCBJOC 102,393,578 340,178 56.67 43.33 93.05 85.0
L-Am2 75,832,134 251,934 53.54 46.46 91.61 84.55
L-Am3 100,520,154 333,954 48.11 51.89 94.34 88.74
OH1 74,104,394 246,194 46.58 53.42 94.95 89.54
OH3 106,099,490 352,490 47.5 52.5 94+.5 89.0
S-Am1 64,377,278 213,878 56.07 43.93 89.01 80.59
S-Am2 72,815,512 241,912 52.01 47.99 92.11 84.86

Alicia Pérez Vieyra
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Tabla 2 Especies identificadas a partir de los OTUs obtenidos con dominancia de los filos Ascomycota

y Basidiomycota.

Ascomycota
Fusarium acutatum
Fusarium solani
Penicillium coffeae
Penicillium hetheringtonii
Penicillium kongii
Aspergillus caesiellus
Aspergillus cibarius
Aspergillus penicillioides
Aspergillus sydowii
Microdochium paspali
Simplicillium lamellicola
Zasmidium dalbergiae
Saccharomyces cerevisiae
Roussoella solani
Candida sake
Scopulariopsis candida
Engyodontium album
Alternaria alternata
Exophiala mesophila

Westerdykella nigra

Paraphaeosphaeria parmeliae

Aureobasidium namibiae
Devriesia fraserae
Coniothyrium dolichi

Ascotricha chartarum

Alicia Pérez Vieyra

Basidiomycota
Malassezia arunalokei
Malassezia globosa
Tylospora fibrillosa
Schizophyllum commune
Udeniomyces pyricola
Kockovaella sacchari
Malassezia restricta
Symmetrospora foliicola
Wallemia canadensis
Wallemia tropicalis
Peniophora albobadia
Paraphoma fimeti
Tomentella sublilacina
Irpex hydnoides
Sebipora aquosa
Lepista personata
Papiliotrema flavescens
Amphinema byssoides

Puccinia oxalidis
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Fungi Ascomycota - Basidiomycota . Chytridiomycota
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Figura 5 Abundancia relativa (%) de los diferentes grupos de hongos a nivel de divisién en
las diferentes temporadas.
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7.3.- Variacion temporal de la micobiota

Con base en el analisis de rarefaccién, utilizando los diferentes OTUs de hongos
identificados, se obtuvo que en las tres temporadas se alcanza la asintota, lo que sugiere que
con base en la técnica de secuenciacion utilizada, la riqueza de OTUs esta representada en
su totalidad. Ademas, el analisis de rarefaccion muestra que en la temporada calida hay una
mayor riqueza de OTUs (90 OTUs), seguida de la temporada fria (65 OTUs) y por ultimo la
temporada templada (57 OTUs) (figura 6).
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Figura 6 Curva de rarefaccion de hongos asociados a la piel de A. dumerilii. La curva de

rarefaccion se generd en QIIME2 utilizando la estimacion del numero de OTUS por temporal.
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Los resultados de diversidad alfa para la riqueza de OTUs de hongos asociados a la
piel de A. dumerilii indican que existe diferencia significativa entre las temporadas (F=8,85, P=
0.005), mostrando al igual que el analisis de rarefaccién que la temporada célida es la que
presenta mayor promedio en el numero de OTUs (90 £ 25.5), seguida de la temporada fria (54
1 9.35) y templada (52.6 £ 10.64; figura 7A).

Respecto a la variacién temporal en términos de diversidad alfa estimada mediante el
indice de Shannon, se obtuvo que la temporada calida es la que presenta un mayor promedio
en la diversidad de OTUs (3.96 £ 0.66), seguida de la fria (3.40 £ 0.24) y por ultimo la templada
(3.13 £ 1.42). Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas (F= 1.103, P= 0.366)
entre temporadas (figura 7B), posiblemente debido a la variacidon entre muestras encontrada

en la temporada templada.
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Figura 7 Diversidad de hongos asociados a la piel de A. dumerilii en diferentes temporadas. A)
Numero de OTUS observados. B) indice de Shannon. Los anélisis estadisticos se realizaron
mediante comparaciones por pares de Kruskal-Wallis en QIIME 2. El asterisco indica diferencia
significativa (P<0.02).
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Con base en el analisis de PCOA, se sugiere que la diversidad beta de hongos
asociados a la piel de A. dumerilii en la temporada templada presenta un agrupamiento (de
muestras) mas claro que en las otras temporadas, lo que sugiere diferencias en la composicion

y estructura de las comunidades entre temporadas (figura 8).
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Figura 8 Diversidad Beta de la comunidad de hongos asociados a la piel de A. dumerilii. Analisis

de Coordenadas Principales (QIIME2) basado en matriz de disimilitud de Bray Curtis.

Esta diferencia en la estructura de la comunidad esta relacionada con cambios en la
abundancia relativa de diferentes o&rdenes que incluyen: Pleosporales, Eurotiales,
Chaetothyriales, Saccharomycetales e Hypocreales dentro de los Ascomycota; y
Malasseziales dentro de los Basidiomycota (tabla 3). En especifico, los cambios de la
temporada templada pueden estar asociados al incremento en la abundancia relativa de
Fusarium (Hypocreales) y Penicillium (Euriotiales), y la disminucion de la abundancia de

Pleosporales y Malasseziales (tabla 3; figura 9).
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Tabla 3 Abundancia relativa los hongos asociados a la piel de Ambystoma dumerilii a nivel de
orden en las temporadas de muestreo. La abundancia relativa se expresa en porcentaje. Los cambios

mas importantes entre temporadas se resaltan con negritas.

Temporada célida Temporada templada Temporada Fria

ASCOMYCOTA

Capnodiales 4.69 8.65 33.31 13.54 0.00 0.88 26.54 0.14 0.95 44.38 23.50 8.87 21.24 6.45
Dothideales 0.00 0.00 0.00 0.84 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Pleosporales 2.52 16.40 9.47 13.18 0.00 1.85 0.55 0.41 0.00 3.80 4.43 15.02 5.42 4.66
Chaetothyriales 5.04 4.44 0.00 321 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Eurotiales 3.04 2.39 6.35 6.25 0.00 14.99 28.18 2.16 32.20 0.00 9.19 0.00 537 0.00
Erysiphales 0.00 0.00 9.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Helotiales 1.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.02 0.00 0.00 9.24 0.00 5.04
Saccharomycetales 2.62 0.00 2.40 1.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.48 0.00
Diaporthales 0.00 0.00 2.46 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Hypocreales 000 392 180 | 000 | 0.00 7891 | 1423 | 9647 6191  11.28 264 | 357 571 | 0.00
Microascales 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.52 0.00
Xylariales 0.00 1.52 3.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

BASIDIOMYCOTA

Agaricales 0.00 0.00 1.44 0.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.10 0.00 0.00 9.66 0.00
Atheliales 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 16.83 | 0.00 0.00 0.00 0.00 1182 | 12.87 | 9.40
Cantharellales 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.43 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Polyporales 0.00 2.40 0.00 153 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Russulales 0.00 2.61 0.00 1.94 0.00 0.36 0.00 0.00 0.00 2.28 0.00 0.00 0.00 0.00
Thelephorales 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.19 | 0.00 0.00
Trechisporales 0.71 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Cystobasidiomycetes 221 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Malasseziales 0.00 10.37 | 7.01 0.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.14 2.68 0.00 9.53 6.54
Sporidiobolales 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.46 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Pucciniales 0.00 0.00 0.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Cystofilobasidiales 0.00 0.00 0.00 10.61 | 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Filobasidiales 0.00 0.00 0.00 0.97 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.34
Tremellales 2.00 2.24 0.00 0.00 0.00 0.00 1.37 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Ustilaginales 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 9.09 0.00 0.00 0.00
Wallemiales 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.73 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
CHYTRIDIOMYCOTA 0.85 0.00 0.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Figura9 Composicién de lacomunidad de hongos asociados alapiel de A. dumerilii. Abundancia

relativa de las categorias con el menor nivel taxonémico identificado mediante la base de datos UNITE

para ITS de hongos.
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8.- DISCUSION

Actualmente es cada vez mas aceptado que el micobioma de los animales participa
en interacciones simbioticas con su hospedero en procesos vitales, que pueden ir desde
adquirir nutrientes, proteccién a patdgenos, hasta el desarrollo y mantenimiento de tejidos, y
adecuacion (Huffnagle y Noverr, 2013; Medina et al., 2019). Para el establecimiento de estas
interacciones se reportan factores como el genotipo, el comportamiento e historia de vida y
evolutiva del hospedero (Ding y Schloss, 2014). Sin embargo, otros factores como las
condiciones ambientales y la variacion estacional también podrian determinar la estructura-
funcién de diferentes interacciones micobioma-hospedero. Por lo anterior, en este trabajo se
caracterizo la diversidad de hongos (micobiota) asociados a la piel de A. dumerilli en el lago
de Patzcuaro considerando tres temporadas a lo largo de un afo de muestreo (época calida,

templada y fria).

De maneral general, los resultados de este estudio muestran la presencia de OTUs
identificados dentro de los fila Basidiomycota, Chitrydiomicota y Ascomycota, con una mayor
dominancia (en términos abundancia relativa) de éste ultimo. Estos hongos son comunes en
la mayoria de los sistemas naturales, y en el caso de los Ascomycota y Basidiomycota,
diferentes especies estan involucradas en interacciones bioticas en sistemas terrestres (e.g.
simbiosis micorrizica y endofitica; Peay et al., 2016), y en asociaciones con los seres humanos
(Huffnagle y Noverr, 2013; Peay et al., 2016). La mayoria de los OTUs identificados en este
estudio corresponden a hongos asociados a la piel de anfibios involucrados en interacciones

mutualistas, comensales, y en algunos casos con potencial infeccioso.

Los resultados del presente estudio, también muestran cambios estacionales en la
presencia de diferentes especies de hongos, lo que sugiere que la composicion de la micobiota
de la piel de A. dumerilii esta relacionada a cambios ambientales, y que dicha composicion se
modifica a lo largo del afio conforme a los cambios en las variables fisicoquimicas del agua
como es el caso de la temperatura (Muletz et al., 2012; Loudon et al., 2014a).

Estudios previos reportan que la diversidad del micobioma de anfibios promueve
resistencia ante hongos y bacterias infecciosas, ya que se ha sugerido que la resistencia a
patdgenos (e.g. Bd), esta altamente relacionada a que en la piel, los anfibios albergan taxa de

hongos inhibidores o supresores de Bd del filo Ascomycota, en comparacién con las especies

e
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hospederas mas susceptibles (Kearns et al., 2017). Esto resalta el potencial de las simbiosis
defensivas entre animales y hongos, lo que abre una ventana de investigacion sobre las
sustancias inhibidoras producidas por diferentes especies de hongos y bacterias presentes en
diferentes hospederos ante el ataque potencial de enfermedades relacionadas con el declive
de especies de anfibios (Florez et al., 2015). Con base en lo anterior, nuestros resultados
muestran la presencia de hongos inhibidores de bacterias (e.g. Penicillium coffeae, P.
hetheringtonii, P. kongii), que podrian ayudar al hospedero a reducir la abundancia y presencia
de bacterias patdégenas, ademas se ha demostrado que la terapia con prebidticos fungicos no
induce una reaccion endocrino-inmune ya que inducen una menor tasa de secrecion de
corticosterona (como medida de estrés) y no suprimen la produccién de péptidos
antimicrobianos por parte del huésped (Kearns et al., 2017). Esta respuesta se ha obtenido
con Penicillium expansum en hospederos del género Dendrobates sp. en los cuales la
abundancia de hongos presentes en la piel contribuye significativamente con la defensa de
patogenos fungicos (~45%), a diferencia de las bacterias (~10%), e inclusive pueden ser

diferentes a las comunidades presentes en el microhabitat del ambiente (Kearns et al., 2017).

El grupo de hongos en la piel de anfibios reportado mayormente para organismos
tanto en cautiverio (ver Kearns et al., 2017) como en vida libre (ver Flérez et al., 2015) son los
Ascomycota. Por ejemplo, las especies hospederas Dendrobates leucomelas, D. auratus, D.
tinctorious “azureus” y D. tinctorious y Anaxyrus (Bufo) boreas boreas, presentan un gran
numero de especies de este grupo, y dentro de éstos se sugiere que, D. leucomelas y A.
boreas boreas presentan resistencia a infecciones relacionadas a especies del grupo
Chytridiomycota (e.g. Bd), ya que en comparacion con especies hospederas mas susceptibles,
presentan taxa de hongos y bacterias (e.g. Betaproteobacteria, Bacteroidetes/Chlorobium;
Janthinobacterium lividum y flavobacterium johnsoniae) en el microbioma implicados en la
inhibicion del Bd (Kearns et al., 2017). En los individuos analizados en el presente estudio, se
identificaron OTUs de los grupos Ascomycota con mayor abundancia relativa, seguida de
Basidiomycota y con menor frecuencia Chytridiomycota, resaltando que el hospedero A.
dumerilii no presenté sintomas de infecciones causadas por patdégenos como (e.g. Bd), por lo
que se sugiere que la micobiota de esta especie en vida libre, actia como defensa a bacterias

y hongos con potencial infeccioso, lo que promueve interacciones a través de
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retroalimentaciones positivas o negativas sobre las especies microbianas involucradas (Faust
y Raes, 2012; Kueneman et al., 2017; Hird, 2017).

Para el género Ambystoma, particularmente para A. dumerilli en cautiverio, se han
reportado pruebas positivas para Bd pero sin sintomas de enfermedad, por lo que se sugiere
que la abundancia de Bd es baja y se encuentra en el limite inferior de deteccién (Michaels et
al., 2018). Por otro lado, en larvas de A. opacum que fueron inoculadas con Bd, se observaron
sintomas leves de queratinizacion asociados a la enfermedad, sin llegar a ser mortal. Lo
anterior sugiere que antes de la metamorfosis, las larvas de A. opacum pueden presentar
bajas intensidades de infeccidon por Bd pero sin resultados mortales (Venesky et al., 2010). Lo
anterior cobra relevancia para la especie A. dumerilii, ya que en vida libre no se reporta
metamorfosis para esta especie, lo que puede estar relacionado a su historia de vida y
caracteristicas de habitat como es: anfibio que completa su ciclo de vida en el agua y se
encuentra principalmente a profundidades entre los 8 y 12 m y a temperaturas entre los 12 y

17°C (Escalera-Vazquez, datos sin publicar).

Cabe resaltar que la actividad de cada especie de hongo (infeccioso o no) presente
en la piel de anfibios esta en funcién de factores ambientales como los cambios en la
temperatura. Nuestros resultados mostraron que el filo Basidiomycota predomina en la
temporada templada, esto debido a que la temperatura 6ptima de desarrollo de este filo va de
los 26° a 34°C. Por otro lado, Ascomycota predominé en la época fria ya que este filo se
desarrolla entre temperaturas de -40° a 80°C (Gimeno, 2002); y Chitrydiomycota en la
temporada calida, siendo que las temperaturas 6ptimas de desarrollo de este filo van de los
23°y 30°C, reportandose en algunos casos en ambientes con temperaturas de hasta 40°C
(Carey, 2000).

Uno de los géneros dominantes en términos de abundancia relativa que se
encontraron en la época templada en el presente estudio fue Fusarium spp. Dicho género
saprofito, esta presente en suelos, aire y agua, y en muchas ocasiones son patdégenos de
plantas (Zhang et al., 2006), animales terrestres y acuaticos incluyendo invertebrados (Burns
et al., 1979; Bian y Egusa, 1981; Santana-Neto et al., 2010; Salter et al., 2012), reptiles
(Cabanies et al., 1997; Rose et al., 2001; Dadone et al., 2010; Sarmiento-Ramirez et al., 2010;
Williams et al., 2012), peces (Ostland et al., 1987; Smith et al., 1989; Crow et al., 1995),
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mamiferos marinos (Montali et al., 1981; Frasca et al., 1996; Clauss et al., 2008; Staggs et al.,
2010; Naples et al., 2012; Tanaka et al., 2012) y anfibios (Perpifian et al., 2010). Fusarium
solani tiene la capacidad de degradar la queratina (Lopez-Jodra y Torres-Rodriguez, 1999;
Oyeka y Gugnani, 1998) y diferentes especies de Fusarium producen micotoxinas y proteasas
con propiedades similares a las de la tripsina y la subtilisina, potencialmente toxicas para la
epidermis y la dermis (Hay, 2007; Oyeka y Gugnani, 1998). Cabe mencionar que la
patogenicidad de este hongo en anfibios ha sido reportada para Bufo baxteri, las cual es una
especie altamente susceptible a dermatitis fungica (Perpifian et al., 2010). Particularmente,
para el género Ambystoma sp. no se encontraron reportes de enfermedad por este hongo, por
lo que se sugiere que la abundancia de este hongo en la piel de A. dumerilli puede estar mas
relacionado a la presencia del mismo en el ambiente. Sin embargo, no podemos descartar
que aun cuando no se observaron sintomas de infeccidén en los individuos analizados, el
sistema inmune no estuviera de alguna manera comprometido, ya que en diferentes especies
animales este hongo se disemina de manera Ilocal provocando un sistema
inmunocomprometido al huésped y aumentando la mortalidad (Hiemenz et al., 1990; Gupta et
al., 2000; Anaissie et al., 2001; Dignani y Anaissie, 2004; Gutiérrez et al., 2011).

Por otro lado, en el presente estudio, los OTUs relacionados a los Chytridiomycetes
presentaron bajas abundancias en las tres temporadas de muestreo y considerando que los
individuos de A. dumerilii no presentaron sintomas de infeccidn, se sugiere que la presencia y
abundancia de Penicillium sp, puede inhibir el crecimiento de Chydridiomycetes, la cual fue
mayor en las tres temporadas en comparacion con la de Chytridiomycetes. En este sentido,
es importante resaltar que en la temporada templada no se encontraron OTUs de
Chytridiomycetes y fue la temporada con mayor abundancia de Penicillium. Lo anterior
sugiere que la dinamica temporal esta ligada a la relacién estructura-funcion de la micobiota y
a la susceptibilidad el huésped por enfermedades con relacion a los cambios ambientales, ya
sea de manera natural o por actividades antropicas (Bird et al., 2018). Cabe mencionar que
en el lago de Patzcuaro el rango de temperatura obtenido en el presente estudio es de 19° -
21°C, y que en general la temperatura 6ptima para el desarrollo de la mayoria de los hongos
se encuentra entre los 25° a 45°C, pero se ha reportado especies con el potencial de crecer
entre los 0°C y 55°C (Gimeno, 2002).
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Finalmente, los cambios en las variables ambientales, activadas por modificacion en
el habitat, ya sea por actividades antrépicas (e.g. cambio de uso de suelo, aumento en la tasa
de depdsitos en el lago, extraccion de agua, etc.) o cambio climatico, modifican el micobioma,
lo que puede resultar en la proliferacion de especies relacionadas a temperaturas mayores y
con potencial infeccioso. Esto cobra relevancia ya que tanto el lago de Patzcuaro como la
cuenca presentan pérdida y fragmentacion de habitat, contaminacion, introduccion de
especies exoticas y cambio ambiental, generando una perdida en el indice de calidad del agua
en el lago de Patzcuaro (Ramirez y Dominguez, 2012), incrementando el potencial de riesgo
de infecciones fungicas, e incrementando el riesgo de pérdida de especies nativas como A.

dumerilii.

Este estudio representa una descripcidon de la diversidad de hongos en la piel de A.
dumerilii considerando la dinamica temporal de un sistema acuatico, esto no solamente
contribuye al conocimiento de la variacion estacional de la comunidad de hongos en la piel de
anfibios, sino que los resultados también pueden ser utiles en la generacién de planes de
manejo y conservacion a nivel local de la especie, considerando como prioritario el
mantenimiento de la temperatura en el cuerpo de agua para evitar la proliferacion de
enfermedades infecciosas emergentes (e.g. Bd) que han relacionado al declive de los anfibios,
utilizando a la especie A. dumerili como especie bandera en la conservacién y manejo de

recursos en el Lago de Patzcuaro.
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9.- CONCLUSIONES

o Se determiné la diversidad y variacion temporal de hongos asociados a la piel de
Ambystoma dumerilii en el Lago de Patzcuaro. La diversidad de hongos (basada en
el indice de Shannon) presenta una mayor variacién en la temporada templada. Sin

embargo, no presenté diferencias significativas entre temporadas

o Se identificaron 97 grupos taxonémicos de hongos asociados a la piel de Ambystoma
dumerilii, asi como su variacién estacional. El numero de OTUs es significativamente
mayor en la temporada calida, mientras que para la temporada templada y fria fue
menor. Estas dos Ultimas no presentaron diferencias significativas en el nimero de
OTUs.

o Dentro de la comunidad de hongos se identificd el grupo chytridiomycota, el cual
presenta especies (no identificadas en este trabajo) potencialmente patdégenos

asociada a la piel de Ambystoma dumerilii.

o Analizar la presencia de hongos patégenos asociada a la piel de Ambystoma dumerilii

y su actividad infecciosa potencial relacionada a la dinamica ambiental.
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