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Resumen

A pesar de que las zonas minimas de oxigeno (ZMO) representan ~8% del océano, estas
regiones albergan una diversidad microbiana destacable que se desarrolla bajo presiones
selectivas extremas. Por otra parte, se ha estimado que los sedimentos marinos contienen
hasta un 15% de la biomasa microbiana activa de la superficie terrestre. Sin embargo, solo
una fraccion de esta diversidad microbiana ha sido estudiada en sedimentos de ZMO, siendo
los hongos el componente menos explorado. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion
consistio en evaluar la composicion y diversidad de las comunidades fangicas mediante
secuenciacion de la region ITS1, en cuatro estaciones muestreadas a lo largo de un transecto
batimétrico (32-705 m) desde la costa hacia el mar abierto, y a dos profundidades en el
sedimento (0 y 20 cm) de una ZMO del Pacifico central mexicano. Se identificaron 353
variantes de secuencia de amplicon (ASVs, por sus siglas en inglés) de hongos, con
Ascomycota (Dothideomycetes) como el phylum més abundante, seguido de Basidiomycota
(Agaricomycetes). Los resultados revelaron la presencia de una alta proporcion de filotipos
no identificados que se asemejan al DSF-Groupl, un grupo no cultivable de hongos
ampliamente distribuido en aguas profundas. Ademas, hubo un patron de diversidad
batimétrica, en el que las submuestras cercanas a la costa mostraron los valores de diversidad
mas altos quizas como resultado de las propiedades de la materia organica depositada, asi
como de la mayor concentracion de oxigeno y menor profundidad en la columna de agua.
Asimismo, las submuestras subsuperficiales albergaron niveles mas altos de diversidad con
respecto a las superficiales, evidenciando cambios en la estructura de la comunidad a pequefia
escala. Este trabajo muestra que los hongos son un componente diverso en los sedimentos de
las OMZ por lo que sus posibles funciones ecoldgicas en el ciclo de nutrientes y la
desnitrificacion pueden ser cruciales en los ciclos biogeoquimicos y la expansion de las
OMZ.

Vil



Abstract

Even though the oxygen minimum zones (OMZs) represent only ~8% of the ocean, these
regions have a relevant influence in the marine microbial community due to their extreme
conditions exerting selective pressure on diversity. On the other hand, it has been estimated
that marine sediments contain up to 15% of the active microbial biomass of the Earth's
surface. Nevertheless, only a fraction of this microbial diversity has been studied in sediments
of the OMZ, with fungi as the least explored component. Therefore, the aim of this research
was to evaluate the composition and diversity of fungal communities by sequencing the ITS1
region, in four stations sampled along a bathymetric transect (32-705 m) from the shore to
offshore zones, and at two depths in the sediment (0 and 20 cm) of an OMZ of the Mexican
central Pacific. We identified 353 fungal amplicon sequence variants (ASVs), with the
Ascomycota (Dothideomycetes) as the most abundant phylum, followed by Basidiomycota
(Agaricomycetes). The results revealed the occurrence of a high proportion of unidentified
and uncultured phylotypes that resemble the DSF-Groupl, a widely distributed group of
deep-sea fungi. Moreover, there was a bathymetric diversity pattern, in which nearshore
subsamples showed the highest diversity values, perhaps as a result of the properties of
deposited organic matter, as well as the higher oxygen concentrations and shallower water
column-depth. Similarly, subsurface subsamples harbored higher fungal diversity levels with
respect to the surface ones, evidencing community structure changes at a small spatial scale.
This work shows that fungi are a diverse component of OMZs sediments, so their putative
ecological roles in nutrient cycling and denitrification may be crucial in biogeochemical
cycles and expansion of OMZs.

Vil



1. Introduccién general

Aproximadamente el 8% de la superficie oceénica corresponde a zonas deficientes de
oxigeno (O2) que se presentan de manera natural (Paulmier & Ruiz-Pino, 2009). Estas zonas
son conocidas como “zonas minimas de oxigeno” (ZMO), y han sido definidas por algunos
autores como las regiones oceénicas en donde la concentracion de Oz disuelto es menor a 22
umol kg (Levin, 2018). Las principales ZMO se ubican en el Océano Pacifico (Pacifico Sur
Tropical Oriental y Pacifico Norte Tropical Oriental), y en el Océano indico (Mar de Arabia
y Bahia de Bengala; Figura 1). Generalmente, estas zonas se distribuyen en areas
caracterizadas por la combinacién de una elevada productividad y la mezcla o circulacion
limitada debido a la fuerte estratificacion de la columna de agua (Karstensen et al., 2008).
Dentro de la columna de agua, las ZMO se presentan a diferentes profundidades, desde la
plataforma continental hasta las zonas batiales (10 m — 1300 m), aunque principalmente se
localizan entre los 100 m y 1200 m de profundidad (Levin, 2003). Cuando los niveles
minimos de O de estas zonas interceptan el lecho marino, se producen efectos sustanciales
en la zona benténica (Gilly et al., 2013; Levin, 2003).
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Figura 1. Distribucion de las ZMO en color morado. La escala muestra la concentracion de
Oz (umol kg?) a 300 m de profundidad (Adaptado de “Microbial ecology of oxygen
minimum zones amidst ocean deoxygenation” (p. 3), por Long et al., 2021, Frontiers in

Microboiology).



Las ZMO tienen un impacto significativo desde el punto de vista ambiental y ecologico. Por
una parte, albergan comunidades bioticas peculiares seleccionadas por un fuerte control
fisiologico ejercido por la baja concentracion de O, disuelto que limita la respiracion aerébica
mientras promueve la desnitrificacion y produccion de gases de efecto invernadero (Helly &
Levin, 2004; Hendrickx & Serrano, 2010; Rogers, 2000). Por otra parte, tienen consecuencias
negativas sobre el ambiente marino, ya que limita la distribucion de organismos no adaptados
a estas condiciones, impactando la productividad de los océanos (Cepeda-Morales et al.,
2009; Helly & Levin, 2004). Adicionalmente, desde el punto de vista biogeoquimico se ha
evaluado el impacto de estas areas en el ciclo del carbono, en las tasas de mineralizacion e
intercambio de dioxido de carbono, y en el ciclo del nitr6geno, donde se ha observado que
procesos tales como la desnitrificacion y nitrato reduccion pueden promover la liberacion de
gases de efecto invernadero como el 6xido nitroso (N2O; (Breitburg et al., 2018; Cepeda-
Morales et al., 2009; Levin, 2003; Stief et al., 2014). Cabe destacar que, los escenarios
basados en modelos del "océano futuro”, predicen la pérdida de O en todos los litorales
como resultado del calentamiento global y cambio climético. Esto implicaria el incremento
en la extension de las ZMO (Escobar et al., 2019; Karstensen et al., 2008) con las respectivas

consecuencias mencionadas.

La ZMO del Océano Pacifico es la mas extensa del mundo. Esta ZMO posee anoxia en su
nacleo (Tiano et al., 2014; Ulloa et al., 2012), y un alto grado de suboxia alrededor (67% del
volumen del océano global) con concentraciones de O disuelto menores a 20 pmol L
(Escobar et al., 2019; Hendrickx & Serrano, 2010). En el Pacifico mexicano, la ZMO abarca
casi toda la Zona Econémica Exclusiva de México (ZEEM), con excepcion del extremo norte
del Golfo de California. Esta ZMO representa mas de 1.5 veces el area del territorio nacional
mexicano y tiene concentraciones de O disuelto por debajo del limite de deteccion (<0.1
umol L) a profundidades de agua media (~100-700 m; Tiano et al., 2014). Asimismo, se
considera la ZMO somera mas grande a nivel mundial (Sanchez-Pérez et al., 2021). Si bien
las profundidades a las que se encuentran las ZMO varian segun la latitud, la ZMO ubicada
frente a la costa de Mazatlan se puede encontrar desde los 38 m (Papiol et al., 2017), con un
espesor que permanece casi constante y fluctda entre 1,100 y 1,200 m (Zamorano et al.,

2014). A pesar de esta extension y relevancia, carecemos de informacion de linea base en



torno a las comunidades microbianas asociadas a la ZMO de la costa de Mazatlan,

particularmente de la fraccion eucariota (micobiota).

1.1 Diversidad fungica en ambientes marinos

Los hongos son organismos cosmopolitas quimioorganoheterétrofos que desempefian un rol
ecoldgico esencial principalmente como descomponedores de la materia orgéanica. En
ambientes marinos, los pioneros en su estudio fueron Johnson y Sparrow en 1961, seguidos
de Barghoorn y Linder en 1944. Desde entonces, la diversidad fungica se ha explorado
principalmente en ambientes costeros como playas marinas arenosas (Velez et al., 2021;
Velez, Walker, et al., 2022), arrecifes (Amend et al., 2012; Roik et al., 2022) o manglares
(Devadatha et al., 2021; Jones et al., 2020; Lee et al., 2019). No obstante, su estudio en
ecosistemas oceanicos extremos como el mar profundo, ventilas hidrotermales o las ZMO
(Jebaraj et al., 2010; Nagano et al., 2010; Nagano & Nagahama, 2012; Raghukumar et al.,
2004; Wei et al., 2018; Xu et al., 2014; Zhang et al., 2016) ha sido reciente gracias al
advenimiento de la “era molecular”. Como resultado de esta era, las técnicas independientes
de cultivo han revelado una enorme diversidad, misma que habia sido subestimada con los

métodos dependientes de cultivo.

Conforme ha avanzado el estudio de la micologia marina, también se ha ido modificando la
definicion de hongo marino. La definicion actual consensuada establece que un hongo marino
es cualquier hongo que se recolecta repetidamente en los habitats marinos porque: 1) puede
crecer y/o esporular (en sustratos) en ambientes marinos; 2) forma relaciones simbidticas con
otros organismos marinos; o 3) se adapta y evoluciona o es metabdlicamente activo en
ambientes marinos (Pang et al., 2016). Con base en esta definicion, la micobiota (diversidad

de hongos) registrada en el sedimento bentonico podria ser considerada como marina.

De acuerdo con estimaciones basadas en enfoques independientes de cultivo, incluyendo la
secuenciacion de marcadores como el espaciador transcrito interno (ITS, por sus siglas en
inglés), se ha sugerido que la diversidad fungica global oscila entre 6 y 12 millones de

especies (Baldrian et al., 2022; Wu et al., 2019). Sin embargo, a la fecha Gnicamente se han



descrito alrededor de 155,459 (www.speciesfungorum.org; 17 de enero de 2023) especies,
de las cuales tan solo se conocen 1,857 especies marinas (www.marinefungi.org; 17 de enero
de 2023). La mayoria de las especies marinas descritas pertenecen al phylum Ascomycota,
donde los linajes principales son Halosphaeriales, Lulworthiales, Torpedosporales y
Koralionastetales (Jones et al., 2015). En menor proporcion, se han aislado miembros del
phylum Basidiomycota, Zygomycota, Chytridiomycota y Cryptomycota (Walker etal., 2017).
Se estima que existen alrededor de 10,000 especies de hongos marinos (Jones, 2011), lo cual
pone de manifiesto el desconocimiento de la diversidad fangica en estos ambientes

comparado con la presencia de otros microorganismos.

1.2 Diversidad fungica en ZMO

Previo a la exploracién de la diversidad flungica en ZMO, se consideraba que los Unicos
organismos capaces de sobrevivir bajo condiciones limitadas de Oz eran los procariotas. Fue
hasta 1992 que se registré la capacidad de Fusarium oxysporum, Cylindrocarpon tonkinense,
y Aspergillus oryzae para emplear compuestos de nitrégeno como estrategia de respiracion
alternativa ante la limitacion de Oz (Shoun et al., 1992). Se demostro asi que los hongos
tienen adaptaciones, tanto en su estructura como en su bioquimica, para sobrevivir en
ambientes marinos extremos con concentraciones de O variantes y al mismo tiempo
condiciones ambientales distintas (como alta presion, alta salinidad o baja temperatura;
(Cathrine & Raghukumar, 2009; Jebaraj et al., 2010; Manohar et al., 2014; Peng & Valentine,
2021).

En algunas ZMO se ha registrado el proceso de desnitrificacion fungica en Tritirachium
candoliense sp. nov. (Manohar et al., 2014) y Aspergillus terreus (Stief et al., 2014). Ademas,
se ha propuesto que Penicillium sp., Aspergillus sp. Fusarium sp., Tritirachium sp.,
Byssochlamys sp., y Paecilomyces sp. también podrian ser capaces de llevar a cabo estos
procesos (Cathrine & Raghukumar, 2009). La desnitrificacion es un proceso comin en
sedimentos andxicos, donde los hongos han evidenciado una via de desnitrificacién
incompleta que predominantemente produce N.O (Manohar et al., 2015). Recientemente, en

un estudio realizado en la ZMO del Pacifico, se ha estimado que los hongos podrian ser



responsables de la liberacion de hasta un 18% de N»O hacia la atmdsfera (Peng & Valentine,
2021). Esto ultimo es relevante, si consideramos que se trata de un potente gas de efecto

invernadero que podria contribuir significativamente al calentamiento global.

AUn no se sabe con certeza si los hongos que habitan en las ZMO desempefian las funciones
ecoldgicas reconocidas en otros ambientes, o si utilizan diferentes estrategias para sobrevivir
(Figura 2). Selosse et al. (2018) han plateado la capacidad de los hongos para cambiar su
funcién ecologica y cada vez hay mas evidencia de su capacidad para abarcar maltiples
dimensiones de tiempo, espacio e interacciones bioldgicas que les han permitido colonizar
distintos ecosistemas (Bahram & Netherway, 2022). Con base en un estudio reciente
realizado en una ZMO del Golfo de California en México (Velez, Salcedo, et al., 2022), es
posible asumir que en las ZMO los hongos se pueden desempefiar como: 1) patdgenos,
actuando como parasitos que dafian las células de otros organismos y obtienen sus nutrientes
de estos, 2) saprétrofos o descomponedores de materia organica, contribuyendo a los ciclos
de nutrientes y desempefiando un rol indispensable en los ecosistemas marinos, y 2)
simbiotrofos, asocidndose con otros organismos con los que mantienen un intercambio de
nutrientes y un beneficio mutuo. Particularmente, se han registrado patdgenos como
Chytridiomycota (parasito de algas microscOpicas), o como Alternaria alternata,
Exobasidium gracile, Cryptococcus sp., Cystofilobasidium sp., Mortierella wolfii,
Rhizophydium sp., 0 Malassezia restricta. En menor proporcion, se han registrado a posibles
saprotrofos como Globulicium hiemale, Neurospora crassa, miembros del género Armillaria
y Penicillium, y algunos Agaricomycetes. Finalmente, y en menor abundancia, se han
registrado a probables simbidtrofos como Geosmithia namyslowskii (Gutiérrez et al., 2010;
Jebaraj et al., 2010, 2012; Manohar et al., 2015; Rojas-Jimenez et al., 2020; Veraetal., 2017).
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Figura 2. Frecuencia de los potenciales roles ecoldgicos fungicos en las ZMO definidos con

base en 23 investigaciones previas (2004-2021).

2. Antecedentes

La mayor parte de los estudios realizados sobre la diversidad fungica en ZMO se ha llevado
a cabo en el Océano indico (Cathrine & Raghukumar, 2009; Jebaraj et al., 2010; Manohar et
al., 2014, 2015; Stief et al., 2014), seguido del Océano Pacifico Sur (Gutiérrez et al., 2010,
2020; Vera et al., 2017), y el Océano Pacifico Norte (Peng & Valentine, 2021; Velez,
Salcedo, et al., 2022; Figura 3). No obstante, la ZMO del Océano Pacifico en la costa de

Mazatlan permanece sin explorar.
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Figura 3. Numero de estudios seleccionados sobre la diversidad fungica en las ZMO,
obtenidos a partir de una revision bibliografica exhaustiva mediante el buscador Google
Académico, que abarco el periodo de 2005-2020.

Mediante enfoques dependientes de cultivo, se ha registrado la presencia de Aspergillus
terreus, Aspergillus sp., Humicola sp. y Tritirachium candoliense en sedimentos costeros del
Mar Arabigo (Cathrine & Raghukumar, 2009; Stief et al., 2014). Por su parte, a través de
enfoques independientes de cultivo, se ha registrado la presencia de Penicillium
namyslowskii, Fusarium oxysporum y la levadura Kodamaea sp. (Cathrine & Raghukumar,
2009; Jebargj et al., 2010). Ademas, se han encontrado una serie de nuevos linajes dentro de
Ascomycota y Basidiomycota relacionados con Entorrhiza sp., Penicillium chrysogenum,
Phoma sp., Cladosporium sp., y Geomyces sp. (Jebaraj et al., 2010). De hecho, muchas de
las secuencias ambientales que se han agrupado lejos de los taxones flngicos conocidos, han
formado clados ambientales nuevos. Asi, dentro de Ascomycota se encuentra el grupo clon
de Pezizomycotina (PCG, por sus siglas en inglés) relacionado con Penicillium sp.,
Eupenicillium sp. y Aspergillus sp. (Dawson & Pace, 2002; Manohar & Raghukumar, 2013);
y también se encuentra Saccharomycotina con secuencias ambientales que forman el grupo
fangico de fondo marino | (DSF-Groupl, por sus siglas en inglés) estrechamente relacionado
con la levadura Metschnikowia bicuspidata (Nagano et al., 2010; Thaler et al., 2012). En el
caso de Basidiomycota, en Ustilaginomycotina se han detectado nuevas secuencias
ambientales incluidas en el grupo fungico hidrotermal y/o anaerébico (grupo Hy-An, por sus
siglas en inglés) que es taxondmicamente cercano a Malassezia sp., un hongo patdgeno
comun en ambientes marinos. También se han identificado linajes fungicos basales como el
grupo de clones basales (BCG I, por sus siglas en inglés), o el grupo LKM11 estrechamente
relacionado con el clado fangico Cryptomycota (Nagahama et al., 2011; Thaler et al., 2012).
Estos clados basales se han asociados predominantemente con ambientes anoxicos y podrian
ser la clave para comprender la historia evolutiva fangica debido a su divergencia temprana.
Los hongos  filamentosos como  Glomeromycota, Blastocladiomycota vy
Neocallimastigomycota, ain no se han identificado con estudios moleculares (Manohar &
Raghukumar, 2013).



Adicionalmente, la diversidad fangica se ha registrado a diferentes profundidades en el
sedimento marino (Feng et al., 2021; Nagano et al., 2010, 2016; Raghukumar et al., 2004;
Singh et al., 2011), oscilando desde unos pocos centimetros por debajo del fondo marino
(cmbsf, por sus siglas en inglés) hasta 2,457 metros por debajo del fondo marino (mbsf, por
sus siglas en inglés); incluso se ha detectado su actividad metabdlica hasta 346 mbsf
(Edgcomb et al., 2011; Orsi, Biddle, et al., 2013; Pachiadaki et al., 2016; Rédou et al., 2014).
Entre los hongos identificados con mas frecuencia en estos estudios se encuentran
Aspergillus sp. en profundidades desde 3.7 hasta 403 mbsf (Nagano et al., 2016; Raghukumar
et al., 2004; Rédou et al., 2015), Aspergillus sydowii y Cladosporium sphaerospermum a
2457 mbsf (Liu et al., 2017), asi como Pichia sp., Cadophora sp, y dos posibles clados
nuevos pertenecientes a Ascomycota en profundidades de hasta 40 mbsf (Nagano et al.,
2016).

Los hongos en sedimentos subsuperficiales pueden quedar enterrados por largos periodos de
tiempo segun la tasa de sedimentacion en el area de estudio (a una mayor deposicién de
sedimentos en el tiempo, los microorganismos de capas superficiales se entierran
gradualmente en capas mas profundas; Raghukumar et al., 2004). Esto podria suponer la
existencia de ADN fosilizado; no obstante, el aislamiento de Aspergillus sydowii a partir de
sedimentos de ~0.43 millones de afios (370 cmbsf) en el Océano indico (Raghukumar et al.,
2004), asi como de Aspergillus sydowii y Cladosporium sphaerospermum a partir de
sedimentos de ~20 millones de afios (2,457 mbsf) en el Océano Pacifico (Liu et al., 2017),
sugieren la capacidad de supervivencia a largo plazo de estos microorganismos. Esta
informacién es relevante porque puede contribuir al conocimiento de la biosfera marina del
subsuelo, supervivencia microbiana a largo plazo, evolucion y biotecnologia, entre otras

areas.

3. Justificacion e importancia

La ZMO en la ZEEM del Océano Pacifico representa un ecosistema extremo completamente

inexplorado en términos de su micobiota. Por lo tanto, se desconoce su composicion



taxondmica, funciones ecoldgicas y patrones geograficos, asi como sus capacidades
fisiolOgicas. En esta investigacion se evalta la composicion y diversidad de las comunidades
fangicas mediante un enfoque independiente de cultivo, en muestras recolectadas a lo largo
de un transecto batimétrico y a dos profundidades (0 y 20 cm) en el sedimento de una ZMO
del Pacifico central mexicano. Esta informacion es crucial para tener una aproximacion basal
de la diversidad fungica de la ZMO ubicada frente a Mazatlan, la cual puede dar pauta a la
comprension de sus dindmicas troficas, nutrientes, y potencial respuesta a diversos escenarios

de calentamiento global.

4. Preguntas de investigacion

a) ¢Cual es la composicion de las comunidades fungicas de los sedimentos de una ZMO
en el Pacifico central mexicano?
b) ¢Cémo cambia la diversidad fungica a lo largo de un transecto batimétrico, y a dos
profundidades en el sedimento?
c) ¢La diversidad fungica estd asociada con las variables ambientales medidas en la
columna de agua (profundidad, O disuelto, temperatura o salinidad) o en el sedimento

(carbono organico y pH)?

5. Hipotesis

a) La composicion de las comunidades fangicas estara dominada por Ascomycota,
seqguida de Basidiomycota, y otros linajes basales con base en lo registrado para otros
ambientes marinos deficientes de O».

b) La diversidad fungica variard entre estaciones de muestreo dentro del transecto
batimétrico, aumentando cerca de la costa por la acumulacion de materia orgénica. Por su
parte, entre submuestras superficiales y subsuperficiales esta diversidad variara debido a las
diferentes propiedades del sedimento depositado.

C) Los patrones de distribucion de las comunidades fangicas estaran relacionados con
la concentracion de Oz disuelto en la columna de agua y el porcentaje de carbono organico

en el sedimento.



6. Objetivos

6.1 General

Evaluar la composicién y diversidad de las comunidades fungicas, mediante secuenciacion
de la region ITS1, en muestras recolectadas a lo largo de un transecto batimétrico y a dos
profundidades en el sedimento de una ZMO del Océano Pacifico (costa de Mazatlan), ZEEM.

6.2  Particulares

a) Analizar la composicion taxondémica de las comunidades fangicas en muestras de
sedimento recolectadas en la ZMO del Pacifico central mexicano mediante secuenciacion
masiva Illumina MiSeq.

b) Estimar la diversidad fungica del sedimento recolectado en esta ZMO.

C) Identificar los patrones de diversidad fangica a lo largo de un transecto batimétrico
desde la costa hacia mar abierto, y a dos profundidades en el sedimento.

d) Explorar la relacion de los patrones de diversidad fungica con las variables

ambientales.
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7. Fungal diversity in sediments of the Mexican Pacific oxygen minimum zone revealed

by metabarcoding

En la siguiente seccidn se presentan los resultados de la investigacion en forma de un articulo
cientifico, el cual estd programado para su envio y posible publicacién en la revista Fungal
Ecology: Posadas J, Velez P, Pajares-Moreno S, Gasca-Pineda J, Espinosa-Asuar L. Fungal
diversity in sediments of the eastern central Pacific oxygen minimum zone revealed by

metabarcoding.

Abstract

Oxygen minimum zones (OMZs) represent ~8% of the ocean, with the Pacific as the top
expanding area. These regions have a relevant influence in microbial communities due to the
characteristic extreme conditions of their environment that exert selective pressures on
diversity. Nevertheless, microeukaryotes have been poorly studied, hinting at the large
contribution of fungi to diversity in OMZs. We analyzed fungal composition and diversity in
surface and subsurface sediment samples across a bathymetric transect using metabarcoding
of the ITS1 region in the Mexican Pacific OMZ. We report 353 amplicon sequence variants,
within the Ascomycota, Basidiomycota, and Rozellomycota. Our data revealed the occurrence
of a high proportion of unidentified, uncultured phylotypes resembling the DSF-Groupl.
Spatial patterns evidenced higher alpha diversity levels in nearshore and subsurface
subsamples, probably due to temporal fluctuations in organic matter inputs. Furthermore,
small-scale heterogeneity characterized the communities with the majority of ASVs (269 of
353 ASVs) occurring in a single subsample. Our results evidence that this OMZ is a suitable
niche for fungal proliferation that should be further explored in order to attain a complete
picture of subsurface ecosystem functioning and that allows us to predict possible expansion

scenarios as a consequence of climate change.

Keywords: anoxic zone, coastal mycodiversity, deep-sea mycobiota, fungi in sediments,

offshore ecology
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1. Introduction

Oxygen minimum zones (OMZs) are oceanic regions with very low oxygen concentrations
(<22 umol kg; Levin, 2018). They are estimated to cover ~8% of the oceanic surface and
~1% of its volume, with the lowest oxygen concentrations occurring in the Pacific and in the
Indian Oceans (Paulmier & Ruiz-Pino, 2009; Ulloa & Pantoja, 2009). Despite their low
coverage, the OMZs may cause an increase in denitrification and up to 50% of the loss of
globally fixed nitrogen, limiting global productivity and releasing a powerful greenhouse gas
(nitrous oxide) into the atmosphere (Deutsch et al., 2011). These regions are usually produced
as a consequence of the joint effect of physical, chemical, and biological processes such as
thermal stratification, poor ocean circulation, limited oxygen air-sea exchange, low solubility
of oxygen at high temperatures, and the upwelling of nutrient-rich waters to the surface that
drives biological productivity and therefore oxygen consumption (Helly & Levin, 2004;
Karstensen et al., 2008; Paulmier & Ruiz-Pino, 2009) causing shifts in the benthic
community structure (Mgller et al., 2022; Papiol et al., 2017).

The OMZs are dominated by microbes (Bertagnolli & Stewart, 2018), as most multicellular
organisms are negatively affected due to oxygen deficiency that exerts strong selective
pressures (Long et al., 2021). Nonetheless, the diversity of microeukaryotes, particularly
fungi, remains underappreciated (Levin, 2018) despite their large contribution to diversity in
OMZs (Jebaraj et al., 2010; Mouton et al., 2012). In early culture-based investigations, the
copious occurrence of fungi in sediments of OMZs has been reported (Cathrine &
Raghukumar, 2009; Jebaraj et al., 2010; Manohar et al., 2014; Mouton et al., 2012). These
isolates have shown the ability to grow under anoxic conditions in the laboratory (Cathrine
& Raghukumar, 2009), as well as an active role in oceanic nitrogen and carbon cycles (e.g.,
(Cathrine & Raghukumar, 2009; Gutiérrez et al., 2010; Manohar et al., 2014, 2015; Stief et
al., 2014). Nevertheless, the identification of some fungal groups is arduous because they are
not easily cultured. In fact, it has been mentioned that the fungal diversity is underestimated
up to 8.8 times with culture-dependent approaches in relation to culture-independent
approaches (Wu et al., 2019). Furthermore, with the growing environmental DNA studies, it

has been shown that fungal richness is higher than previously thought and that there is a large
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proportion of unknown taxa in this extreme marine environment (Jebaraj et al., 2012;
Manohar & Raghukumar, 2013).

Environmental DNA studies, including high-throughput IHlumina sequencing of the internal-
transcribed spacer (ITS) region, have revealed the presence of abundant uncultured fungal
phylotypes and environmental clusters in the OMZs of the Indian, Atlantic and Pacific oceans
within the Ascomycota, such as the Pezizomycotina clone group (PCG) and the deep-sea
fungal group-1 (DSF-Groupl), and the Basidiomycota, including the hydrothermal and/or
anaerobic fungal group (Hy-An Group; Jebaraj et al., 2010; Manohar & Raghukumar, 2013;
Nagano et al., 2010). In addition, this approach has allowed the thorough description of
fungal communities, evidencing the dominance of members in the Ascomycota,
Basidiomycota (Cathrine & Raghukumar, 2009; Jebaraj et al., 2010; Manohar et al., 2015;
Mouton et al., 2012; Velez, Salcedo, et al., 2022), and basal fungal lineages (Manohar &
Raghukumar, 2013; Rojas-Jimenez et al., 2020). These findings suggest that OMZ harbor a
large proportion of undescribed fungal taxa.

Fungal communities in surface sediments sampled along a bathymetric transect have shown
changes in their composition as has been reported in the Peru Margin, Peru Trench (Edgcomb
etal., 2011), Western Pacific Ocean (Zhang et al., 2016), and Eastern Tropical Pacific Ocean
(Rojas-Jimenez et al., 2020); however, surface sediments along the South China Sea (Feng
et al., 2021) were similar to each other in fungal diversity. Overall, bathymetric patters have
revealed that fungal diversity is higher in nearshore stations than offshore benthic sites
(Gutiérrez et al., 2010, Barone et al., 2018; Sumathi & Raghukumar, 2009), perhaps due to
the sediment source (Feng et al., 2021; Manohar & Raghukumar, 2013; Mouton et al., 2012;
Rédou et al., 2015; Sumathi & Raghukumar, 2009), geographic distance or site-specific
environmental factors such as water depth (Tisthammer et al., 2016), temperature of bottom
water (Li et al., 2016) or nutrients ((Barone et al., 2018).

The occurrence of fungi has been also recently highlighted in subsurface sediments, such as
those in the Canterbury Basin (Ciobanu et al., 2014; Rédou et al., 2014, 2015), Suruga-Bay
(Nagano et al., 2016), and Peru Margin (Pachiadaki et al., 2016). In agreement with these
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studies, fungi have been considered the dominant eukaryotic kingdom (Edgcomb et al., 2011)
and the third most abundant microbial component (after Bacteria and Archaea; (Rédou et al.,
2014) of subsurface sediments. Fungal composition has evidenced high variability within the
vertical gradients of sediments at small-scale (<100 cm below seafloor or cmbsf; Rojas-
Jimenez et al., 2020; Singh et al., 2012) and large-scale (>100 cmbsf; Edgcomb et al., 2011,
Feng et al., 2021; Rédou et al., 2014), suggesting the possible influence of site-specific

conditions.

Herein we analyzed fungal community composition and diversity in surface and subsurface
sediment samples collected in four stations across a bathymetric transect in the OMZ of the
Mexican Pacific using high throughput sequencing of the ITS1 region. We hypothesize that:
1) sediments in this OMZ will harbor a high fungal diversity dominated by the Ascomycota,
2) the highest diversity levels will be observed in nearshore stations, and 3) community

composition will vary at the small-scale.

2. Materials and methods

Study area, sampling, and chemical analyses

We sampled sediment cores along a transect off the Port of Mazatlan, within the OMZ of the
Mexican Pacific (Fig. 1) that is part of the eastern tropical North Pacific. This region
comprises the largest OMZ in the world (Paulmier & Ruiz-Pino, 2009) with a functionally
anoxic core (Tiano et al., 2014), it is one of the major sites of water column denitrification
(DeVries et al., 2012) and it is one of the productive areas that has recorded a greater loss of

oxygen in the global ocean during the last 40 years (DeVries et al., 2012; Horak et al., 2016).

We collected sediment samples with a multicore during the oceanographic cruise “MazV” in
April 2019 on board the R/V “El Puma” of the National Autonomous University of Mexico
(UNAM) across a bathymetric gradient in four stations (from the coast to offshore covering
36 km; Table 1). Onboard, we aseptically obtained subsamples from the surface (0-10 cm)
and the subsurface (10-20 cm) of each core, except for station S2 that was only recovered

superficially due to technical issues and sampling difficulties in the presence of solid rock.
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We stored the subsamples in sterile 15 mL polypropylene tubes at -80°C in absolute dark
until their processing in the laboratory (within the next 48 h) for DNA extraction.

A B
Depth (m) m Salinity (PSU)
Mexico mDO (uM kg'1) Temperature (°C)
800
600
400
23.3
20
wzatlan é
03] 100
' Pacific Ocean St 75
. o3 P 50
' v G 1L
23.0-8-4 10 km @ ; 0
-106.7 -1066 -1065 -106.4 -106.3 51 S2 33 S4

Figure 1. Map of the study region, depicting the distribution of the sampling stations along
the transect (A). The bar plot represents the values of the variables measured at the bottom

of the water column (overlying the sediments) at each station (B).

To analyze pH and organic carbon (OC), we used a dry fraction of the sediment subsamples.
We measured pH using a sediment:water ratio of 1:2.5 with a pH meter (Hanna Mod.
HI12020-01). To estimate the percentage of OC, we used the modified Walkley-Black method,
which consists of exothermic heating and oxidation with potassium dichromate and sulfuric
acid (Loring & Rantala, 1992). Moreover, overlying the sediment cores from each station,
we measured the concentration of dissolved oxygen (DO), temperature, and salinity using a
conductivity-temperature-depth (CTD; SeaBird 19 plus) sensor coupled to a rosette on the
R/V “El Puma”. As DO, temperature, and salinity were only measured in the water overlying
surface sediments, we suggest considering their measurement in subsurface sediments for

subsequent studies.
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Table 1. Stations where sediment subsamples were collected in the OMZ of the Mexican

Pacific.
Distance
Stations Subsamples Latitude Longitude Depth (m) from the
coast (km)
S1.0 -106° 25'
S1 23°9'15.90" 32 4
S1.20 40.38"
-106° 30'
S2 S2.0 23° 6' 27.42" 75 13
19.38"
S3.0 -106° 33'
S3 23° 4" 40.80" 105 19
S3.20 19.02"
S4.0 -106° 42'
S4 23°0'0" 705 36
S4.20 7.98"

DNA Extraction, amplification and sequencing

We obtained environmental DNA for each subsample (0.25 g) employing the DNeasy
PowerSoil kit (Qiagen, Carlsbad, CA, United States) and following the guidelines provided
by the manufacturer. To quantifies the DNA, we used a Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen
by Life Technologies). The Genomic Services Laboratory (LANGEBIO, Irapuato, Mexico)
performed Illumina MiSeq paired-end (2 x 300) sequencing, targeting the ITS1 of the
ribosomal  RNA ITSIF  (5-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") and ITS2 (5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’;
Gardes & Bruns, 1993; White et al., 1990). As a result, we yielded to around 25,000 reads
per subsample. The dataset is available at NCBI Sequence Read Archive under the BioProject
PRINA822656.

gene  cluster  with  the  primers  set

Bioinformatics analyses

We processed Illumina raw reads with the ITS-specific variation DADA2 v1.18.0 (Callahan
et al., 2016) of the R statistic package (R Core Team, 2021). Briefly, we inspected read
quality profiles, removed ambiguous bases (maxN=0) with <1 expected errors

(maxEE=c(1,1)), and then removed primer and adapter sequences with cutadapt (Martin,
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2011). Next, we inferred the amplicon sequence variants (ASVs) for each subsample
considering the specific error rates based on quality scores. To assemble paired-end reads,
we considered 50 pb as minimum overlap without allowing mismatches. To remove
chimeras, we used the DADA2 function “removeBimeraDenovo”. To assign taxonomy to
the ASVs, we used the trained classifier IDTAXA (Murali et al., 2018) of DECIPHER
v2.18.1 Bioconductor package (Wright, 2016) against the eukaryotic database “UNITE
v2020 February 2020 (Nilsson et al., 2019). We filter the ITS dataset to keep only the fungal
reads. To avoid the ASVs overestimation at the species level, we reclustered these
assignments using CD-HIT, V4.7 program (Fu et al., 2012) with a threshold of 98% (Llicking
et al., 2020). Lastly, we assessed the sampling effort using rarefaction and extrapolation
curves with the R package iNEXT v2.0.20 (Hsieh et al., 2020).

Composition and diversity analyses

To depict the relative abundance and shared taxa among subsamples, we used the R packages
ggplot2 (Wickham, 2016), complexHeatmap (Gu & Hubschmann, 2022), and UpSetR
(Conway et al., 2017). The heatmaps combined with dendrograms of hierarchical
agglomerative clustering (based on Bray-Curtis dissimilarity matrix) showed the clustering
of fungi by subsample according to their relative abundance. To evaluate alpha diversity, we
estimated the rarefied Shannon diversity using INEXT v2.0.20 (Hsieh et al., 2020) along with
their bootstrap 95% confidence intervals (1,000 replicates), and the Pielou evenness using
the R package “vegan” v2.5-7 (Oksanen et al., 2020). We estimated the differences in beta
diversity across subsamples through the Bray-Curtis (abundance-based) and Jaccard
(presence-absence) dissimilarities. To draw both dissimilarity matrices, we employed the
Ward’s clustering method. To represent community dissimilarities among subsamples in
terms of environmental setting, we performed a constrained correspondence analysis (CCA)
using the function “ordistep” (from package “vegan”), which performed a stepwise selection

of explanatory variables including the selection of significant variables (P = 0.05).
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3. Results

Environmental conditions

The DO concentration at the bottom water (overlying the sediments) decreased towards the
open sea ranging from 208 umol kg (coastal station S1) to 0.97 pmol kg (offshore station
S4). Salinity and temperature followed the same pattern as DO, ranging from 35 PSU (S1)
to 34.53 PSU (S4), and 22.2 °C (S1) to 6.6 °C (S4), respectively (Fig. 1). Regarding sediment
subsamples, pH was higher in the subsurface subsamples of the stations S1 and S4, ranging
from 7.5 (subsample S4.0) to 8.3 (subsample S1.20). Likewise, the OC was higher in the
subsurface subsamples of the stations S1 and S4, showing an increase towards the open sea
ranging from 0.86 (subsample S1.0) to 8.2 (subsample S4.20).

Fungal community composition

All of the rarefaction and extrapolation curves of the 313,294 ITS1 assembled sequences in
the sediment subsamples reached the asymptote (Fig. 2), indicating that the sequencing depth
was adequate. Overall, we inferred a total of 518 fungal ASVs (151,925 sequences), which
were grouped into 353 ASVs at the species level after the CD-HIT analysis.
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Figure 2. Rarefaction curves of fungal ASVs, where all curves reached the plateau. The

nomenclature of subsamples is indicated in Table 1.
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The ASVs belonged to three phyla, 14 classes, 33 orders, 69 families, and 80 genera. The
Ascomycota represented the most abundant phylum among all sediment subsamples,
accounting 236 ASVs (73.21% of the relative abundance of identified sequences; Fig. 3) with
Dothideomycetes as the dominant class (46.87% of identified sequences), followed by
Sordariomycetes (14.91% of identified sequences) and Eurotiomycetes (4.80% of identified
sequences). The Basidiomycota was the second most abundant phylum with 79 ASVs
(26.75% of identified sequences), with Agaricomycetes (24.75% of identified sequences) as
the most abundant class, followed by Malasseziomycetes (1.03% of identified sequences),
and Ustilaginomycetes (0.67% of identified sequences). The basal clade Rozellomycota was
the least abundant with 2 ASVs (0.04% of identified sequences). Furthermore, 69.01% of the
relative abundance of all sequences corresponded to unidentified phyla. Both Ascomycota
and Basidiomycota were detected in all the subsamples varying in their relative abundance,

yet Rozellomycota was only detected in the subsamples S1.0 and S3.20.

The top abundant families were Didymosphaeriaceae (31.93% of the relative abundance of
identified sequences), Lycoperdaceae (7.29% of identified sequences), Agaricaceae (5.96%
of identified sequences), Stachybotryaceae (4.79% of identified sequences), Aspergillaceae
(3.84% of identified sequences), Xylariaceae (3.66% of identified sequences), Periconiaceae
(3.57% of identified sequences), and Hypocreaceae (2.36% of identified sequences). At the
genus level, the top abundant genera were Paraphaeosphaeria (29.98% of identified
sequences), Agaricus (5.96% of identified sequences), Periconia (3.57% of identified
sequences), Lycoperdon (2.75% of identified sequences), Penicillium (2.71% of identified
sequences), Trichoderma (2.36% of identified sequences), and Hypoxylon (2.16% of

identified sequences).

At the species level, 36 fungal ASVs (accounting for 69.01% of relative abundance of all
sequences), could only be taxonomically assigned at the kingdom level as Fungi spp. (Fig.
4), with two dominant ASVs, Fungi sp. 346 (54.53% of all sequences) and Fungi sp. 347

(10.14% of all sequences), accounting for 64.67% of all sequences. Dominant ASVs also
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Figure 3. Relative abundance of fungal phyla and classes across subsamples. Stacked bar plots depicted the fungal relative abundances
at the phylum (A) and class (C) level of the taxa across subsamples, and heatmaps showed the fungal richness (horizontal lines in each

subsample) and their relative abundance (light blue-navy blue coded lines) at the phylum (B) and class (D) level across subsamples.
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included Paraphaeosphaeria sp. 130 (4.29% of all sequences), Paraphaeosphaeria
angularis (1.63% of all sequences), Fungi sp. 37 (1.50% of all sequences),
Paraphaeosphaeria michotii (1.48% of all sequences), Paraphaeosphaeria sp. 136 (1.46%
of all sequences), Fungi sp. 286 (0.72% of all sequences), and Ascomycota sp. 226 (0.67%
of all sequences. Remarkably, 285 ASVs (9.01% of all sequences) were rare taxa (<0.1%

relative abundance each).
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Figure 4. Clustered heatmap showing the relative abundance (white-navy blue coded lines)
of fungi that were taxonomically assigned at the kingdom level as Fungi spp. (horizontal
lines in each subsample) across subsamples. The color intensity is proportional to fungal

relative abundance, with navy blue depicting higher values.
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Alpha and beta diversity patterns

Richness ranged from 51 (subsample S3.0) to 134 (subsample S4.20) ASVs. Shannon
diversity index ranged from 1.47 (subsample S4.0) to 4.07 (subsample S1.20), and the
evenness ranged from 0.35 (subsample S4.0) to 0.97 (subsample S1.20). Both Shannon index
and evenness showed the highest values in nearshore stations and subsurface subsamples
(Fig. 5).
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Figure 5. Alpha diversity estimates of fungal ASVs in the sediment subsamples, depicting
the richness (A) of ASVs at the species level with error bars indicating standard deviation,
Shannon index (B) with error bars indicating standard deviation, and evenness (C). The color

intensity of each bar corresponds to its depth in the water column.

The Bray-Curtis dissimilarity showed a high variation among the subsamples (Fig. 6), with
distances fluctuating between 0.40 (S2.0 and S3.0), and 0.98 (S1.0 and S4.20). The clustering
patterns were detected in accordance with the distance from the coast (nearshore vs offshore).
The Jaccard index showed community clustering based on presence-absence data, varying
between 0.80 (in subsamples S2.0 and S3.0) and 0.92 (in subsamples S1.20 and S3.0). The
clustering patterns were detected in accordance with the depth in sediment (0 cm vs 20 cm).
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dissimilarities of fungal communities across sediment subsamples, where height (axis-y)

indicates distance given the dissimilarity metrics.

According to the CCA, depth, DO and salinity variables in the bottom water explained
86.51% of the variance, with ASVs from the deeper surface subsamples (S4.0 and S3.0)
showing a strong association with depth (Fig. 7). In addition, the CCA of the sediment
variables named OC and pH showed weak inertia constrained by the explanatory variables
with 64.32% of the variance. Here, the surface subsamples (especially the nearshore ones)
were the least associated with these variables, and the ASVs from the deeper subsurface

subsample S4.20 showed a weak association with OC.

Our results evidenced that only two ASVs (from a total of 353 at the species level) were
shared among all subsamples, whilst most of the taxa (269 ASVs accounting for 76.20% of
all of them) were unique at a single subsample. Venn diagram analysis revealed that barely
3 and 11 ASVs were shared between the surface and subsurface subsamples, respectively.
Within the same station, amidst surface and subsurface sediments, only 11 ASVs were shared
in S1, 16 ASVs in S3, and 24 ASVs in S4 (Fig. 8).
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Figure 7. Canonical Correspondence ordination plots of fungal communities at the species
level associated with the environmental parameters (OD: oxygen dissolved, OC: organic
carbon) measured at the bottom of the water column (A) and in sediments (B) along the
bathymetric transect. Environmental parameters are indicated in red, subsamples in black,

and fungal ASVs as grey circles.

4. Discussion

Even though the Pacific Ocean harbors the largest OMZ in the global ocean, its mycobiota
remains poorly studied, presenting major knowledge gaps in the OMZ off Mexico. To the
extent of our knowledge, this is the first effort analyzing fungal community composition and
diversity in the sediments of the Mexican Pacific OMZ, reporting 353 ASVs and evidencing
characteristic diversity patterns along a bathymetric transect and across two depths in the

sediment. Notably, the magnitude of the diversity exceeded former figures based on the
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analysis of the ITS region reported for the water column (237 ASVs in 11 samples; Peng &
Valentine, 2021) and sediment samples (38 ASVs in two samples; Velez et al., 2022) of the
OMZ of the eastern tropical North Pacific. Overall, our results evidence that OMZ off
Mazatlan are a suitable niche for fungal proliferation that should be further explored in order

to attain a complete picture of ecosystem functioning and identify key microbial players.

Taxonomic diversity

The dominance of Ascomycota and Basidiomycota in these OMZ samples (Fig. 3) resembles
previous investigations in several marine environments including OMZs (Cathrine &
Raghukumar, 2009; Jebaraj et al., 2010; Manohar et al., 2015; Manohar & Raghukumar,
2013; Mouton et al., 2012), deep-sea asphalt seeps (Nagano et al., 2017), deep-sea hadal
sediments (Xu et al., 2019), deep-subseafloor sediments (Rédou et al., 2015), deep-sea
benthic sediments (Rojas-Jimenez et al., 2020; Xu et al., 2014), hydrothermal vent sediments
(Velez, Salcedo, et al., 2022), and along the water column (Li et al., 2019). In addition, we
detected a minor proportion of Rozellomycota members that have been accounted as parasites
of zoosporic fungi and Oomycota (Corsaro et al., 2014). Rozellomycota organisms have been
reported in numerous marine regions such as coastlines (Li et al., 2016), deep-sea sediments
(Xu et al., 2019), and oxygen-depleted marine ecosystems (Nagahama et al., 2011; Peng &
Valentine, 2021; Takishita et al., 2007).

At the species level, our data evidenced the copious occurrence of unidentified, uncultured
phylotypes (36 ASVs accounting for 69.01% of the overall reads; Fig. 4). Remarkably, Fungi
sp. 346 and 347 (especially abundant in the deepest subsurface subsample S4.20) showed a
100% homology (query cover = 100) with the phylotype DSF-Groupl based on a BLAST
search against the GenBank database (KT758162.1 and KT758149.1 respectively),
suggesting their affiliation to this group. This uncultured phylotype has been regarded as a
globally distributed deep-sea endemic fungal cluster, including those with oxygen-depleted
conditions (Bass et al., 2007; Lai et al., 2007; Nagahama et al., 2011; Nagano et al., 2010;
Takishita et al., 2007; Thaler et al., 2012; Xu et al., 2014). Then, the plethora of novel fungi
recovered from the OMZ sediments in the Mexican Pacific indicate that this environment

may harbor novel fungal. These might be due to the vast majority of fungal species remaining
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unknown, and the ITS-reference database designed based on terrestrial representatives is
greatly biased towards these Basidiomycota and Ascomycota (Amend, 2014). Using a
polyphasic taxonomy that combines different approaches (i.e., cultivation-independent
studies with cultivation-dependent studies) to assess both fungal taxonomic and functional
diversity (Lucking et al., 2020) could minimize this bias and contribute to revealing the

mycobiota in the studied region.

Members of the genus Paraphaeosphaeria were widely represented (8 ASVs, accounting for
31.30% of the relative abundance of all sequences) in these sediments, especially in the
subsurface ones. These Paraphaeosphaeria sequences resemble those formerly reported in
deep-sea sediments from the South China Sea (GenBank database accession KT758166.1,
unpublished), an OMZ in the Gulf of California (Velez et al., 2022), and salt marsh grasses
(Calabon et al., 2021). Ecological strategies of members of this genus in terrestrial
environments are diverse, ranging from plant pathogens and saprobes to endophytes
(Fukuhara, 2002; Shoemaker & Eriksson, 1967; Verkley et al., 2014). Thus, it is reasonable
to hypothesize an ecological niche shift (sensu Selosse et al., 2018) in order to explain its
possible adaptation to the extreme conditions of the OMZ sediments. However, this last
requires testing their active roles, particularly of those Paraphaeosphaeria recovered from
the deepest subsurface sediments.

Malassezia-like fungi occur across assorted marine habitats, including polar regions
(Doytchinov & Dimov, 2022), OMZs (Jebaraj et al., 2010; Peng & Valentine, 2021), methane
cold-seeps (Lai et al., 2007; Nagahama et al., 2011), the marine subsurface (Edgcomb et al.,
2011; Orsi et al., 2021; Pachiadaki et al., 2016), deep-sea (Nagano & Nagahama, 2012;
Rojas-Jimenez et al., 2020; Singh et al., 2012; Xu et al., 2014), and high-temperature
hydrothermal vents (Velez et al., 2022). Also, these microorganisms have been reported
infecting marine mammals (Nakagaki et al., 2000) and associated with marine sponges and
invertebrates (Gao et al., 2008), being hypothesized as opportunistic pathogens of deep-sea
marine invertebrates (Nagahama et al., 2011). In these samples, M. restricta showed a wide

distribution, which agrees with the distribution of Pacific benthic fauna such as polychaetes
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(e.g., Sabellidae, Terebellidae; (Salazar-Vallejo & Londofio-Mesa, 2004). So, possibly a
host-parasite relationship could explain the wide distribution of Malassezia in our survey.

Fungi in marine environments play key roles in nutrient cycling (Gladfelter et al., 2019).
Particularly, the participation of Penicillium (Jebaraj et al., 2010; Mouton et al., 2012; Peng
& Valentine, 2021; Takasaki et al., 2004), and Trichoderma (Mouton et al., 2012) taxa in the
marine nitrogen cycle has been related to the typical denitrification process of OMZ
sediments (Cathrine & Raghukumar, 2009; Jebaraj et al., 2010; Mouton et al., 2012; Peng &
Valentine, 2021; Xu et al., 2018). This could explain the high abundance of Penicillium and
Trichoderma members in these subsamples. Moreover, P. melinii was the most abundant
ASV within Penicillium genus in this study and it has been suggested as a putative denitrifier
in the water column of the OMZ of the Eastern Tropical North Pacific (Peng & Valentine,

2021); perhaps it serves the same function in the underlying sediments off Mazatlan.

Diversity patterns along the bathymetric transect

Even though the fungal community in the deepest subsurface subsample (S4.20) was the
richest, the highest alpha diversity values were observed in the nearshore subsamples (S1.0
and S1.20; Fig. 5) as reported in a transect from the Mediterranean Sea (Barone et al., 2018).
This pattern could be explained by evenness decreases towards the open ocean due to the
dominance of Fungi sp. 346 and Fungi sp. 347. Surface subsamples distributed along the
bathymetric transect showed high fungal community turnover, with barely three ASVs
(including Penicillium melinii, Fungi sp. 346 and Fungi sp. 347) common among subsamples
(Fig. 8). In terms of beta diversity, the highest dissimilarity values based on abundance were
registered between the most coastal subsample (S1.0) and the deepest subsurface subsample
(S4.20; Fig. 6), which indicate that dissimilarity is not only related to the spatial distance
(~32 m) between these two localities (Table 1) but also related to the characteristics of each

depth in the sediment.

Based on our results, dissolved oxygen only showed a slight association with fungal
community composition from the S1.0 nearshore subsample, which may indicate the ability

of the remaining mycobiota to adapt to environments with oxygen-depleted conditions,
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perhaps via different respiration strategies. Additionally, the water column depth was
associated with fungal community composition from S3.0 and S4.0 open-ocean subsamples
(Fig. 7). This last distribution pattern agrees with that reported in the study on the global
biogeography of marine fungi (Tisthammer et al., 2016) and the fungal communities along
the Western Pacific Ocean (Li et al., 2019), since water column depth was a variable
correlated with fungal community composition. This could be linked to distinct depth-related
nutrient conditions; as input of allochthonous (e.g., from terrestrial and atmospheric sources)
and autochthonous (e.g., upwelling of nutrient-rich water) organic matter is common in
organic-rich nearshore areas, while is less frequent in the organic-poor oligotrophic open
ocean, where only those organisms (such as fungi) able to take advantage of the remnant
refractory organic matter deposits can thrive. Since the depth is inherently related to other
variables such as hydrostatic pressure, temperature, and sedimentation rate of nutrients, we
recommend considering the relationship between these environmental variables and fungal

community structure in subsequent research.

Vertical diversity patterns in the sediment

Overall, the subsurface subsamples had the highest alpha diversity values (Fig. 5). Dormant
or dead propagules are possible in that subseafloor sediments (Burgaud et al., 2013;
Jorgensen, 2011). Nonetheless, the detection of fungal DNA-repair transcripts in anoxic
subsurface sediments in the Peru Margin has evidenced fungal cell-division transcripts that
indicate actively dividing cells in deeply buried sediment (Edgcomb et al., 2011; Orsi, Biddle,
et al.,, 2013). Thus, the herein described mycodiversity may represent a key element in
biogeochemical cycles, considering its high abundance in deep-sea subsurface sediments
(Edgcomb et al., 2011; Rédou et al., 2014), and accumulating evidence on fungal metabolic
activity in subsurface sediments (Orsi et al., 2021; Pachiadaki et al., 2016). Regarding
mycobiota in these subsurface subsamples: Aspergillus sydowii, Rhodotorula mucilaginosa,
Saccharomyces cerevisiae, and Humicola sp. have been formerly reported from subsurface
samples (Cathrine & Raghukumar, 2009; Raghukumar et al., 2004; Rédou et al., 2015).
Similar to surface sediments along the bathymetric transect, the subsurface sediments showed
high fungal community turnover, as Rousella solanni was the only common ASV among

these subsamples (Fig. 8). This fungus could be adapted to the depleted-oxygen conditions
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of the OMZ of the Mexican Pacific; nonetheless, this assumption should be further tested in

works that aim to understand fungal adaptation to anoxic subsurface sediments.

The sediment column constitutes an archive of past oceanic conditions that changes as the
organic matter deposited over geological time increases (Burd et al., 2016). Our findings at
the small-scale (same station sediments: 0 vs 20 cm) revealed a heterogeneous fungal
community assemblage, as most ASVs did not occur at both depths in the sediment in the
same station (Fig. 8). These compositional differences have also been reported in Margin and
Trench of Peru (Edgcomb et al., 2011), Central Indian Basin (Singh et al., 2012), Canterbury
Basin (Rédou et al., 2014), Eastern tropical Pacific (Rojas-Jimenez et al., 2020), and South
China sea (Feng et al., 2021); and could largely suggest the differential occupation of vertical
microniches in the sediment by fungi. Under this context, environmental filtering may also
influence the establishment of some ASVs, as observed in bacteria (Starnawski et al., 2017,
Walsh et al., 2016).

Broadly, it has been assumed that marine microbial abundance decreases with increasing
depth and marine sediment age (Hoshino et al., 2020; Parkes et al., 1994). However, we
detected higher fungal diversity and abundance at higher depths in sediment (Fig. 5) possibly
due to the organic matter deposition at this small-scale. According to our results, the greater
abundance of OC in these sediments with respect to surface subsamples might influenced
fungal community composition (Fig. 7), which is consistent with previous research in the
marine subsurface biosphere (Orsi, Edgcomb, et al., 2013; Pachiadaki et al., 2016), and

benthic deep-sea environments (Barone et al., 2018).

5. Conclusions

Our results evidenced high fungal diversity in the Mexican Pacific OMZ, with the
Ascomycota and uncultured, unidentified phylotypes as dominant elements. The highest
diversity levels were recorded not only in nearshore, but also in subsurface sediment
subsamples, probably due to temporal fluctuations in the organic matter inputs since

environmental variables measured showed a weak association with these fungal
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communities. We suggest that Fungi sp. 346 and 347, Paraphaeosphaeria angularis,
Roussella solanni, and Pencillium melinii found in sediments of the Mexican Pacific OMZ
could be key microbial players in carbon and/or nitrogen cycles. We also highlight the
potential importance of copious subsurface anoxic sediment fungi in benthic ecology that
should be further investigated. Additionally, our results showed a high heterogeneity of the
fungal composition at a small scale, which may suggest its dependence on the characteristics
of each vertical microniche in the sediment. Hence, this work increases our understanding of
fungal diversity in sediments of OMZ, providing baseline information for a better thoughtful

of mycobiota across a bathymetric transect and at different sediment depths.
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8. Discusion general

A pesar de que la ZMO del Océano Pacifico es la mas extensa en el océano global, el
conocimiento de la micobiota frente a Mazatlan permanece inexplorada. Esta investigacion
representa un esfuerzo pionero para documentar la diversidad de las comunidades fungicas
en los sedimentos de la ZMO de la costa de Mazatldn. Como resultado de este estudio, se
obtuvieron 353 ASVs y patrones de diversidad caracteristicos tanto a lo largo de un transecto
batimétrico, como a dos profundidades en el sedimento. La diversidad obtenida fue superior
a las cifras previamente registradas para las muestras de columna de agua (237 ASVs; Peng
& Valentine, 2021) y de sedimento (102 ASVs; Velez et al., 2022) de la ZMO del Pacifico
Tropical Oriental. En este sentido, nuestros resultados evidenciaron que la ZMO del Pacifico
mexicano es un nicho adecuado para la proliferacion fangica que debe explorarse méas para
identificar a los organismos microbianos clave y comprender el funcionamiento del

ecosistema.

Los miembros de Ascomycota y Basidiomycota dominaron en todas las submuestras (Fig. 3)
tal como se ha registrado en investigaciones previas de varios ambientes marinos (Jebaraj et
al., 2010; Li etal., 2019; Rédou et al., 2014; Rojas-Jimenez et al., 2020; Xu et al., 2019). Por
su parte, Rozellomycota mostré una minima proporcion de representantes y una distribucion
limitada a las submuestras S1.0 y S3.20. Los miembros de este phylum han sido registrados
en diferentes regiones marinas (Li et al., 2016; Nagahama et al., 2011; Peng & Valentine,
2021; Xu et al., 2019) y han sido reconocidos como paréasitos de hongos zoospdéricos y de
Oomycota (Corsaro et al., 2014).

A nivel de especie, nuestros datos evidenciaron una copiosa abundancia de filotipos no
identificados (Fungi spp.) en la base de datos taxonémica UNITE (36 ASVs que
representaron el 69.01 % de las lecturas totales; Fig. 4). Particularmente, los Fungi sp. 346 y
347 mostraron afiliacion (100% de homologia) con el filotipo DSF-Groupl de acuerdo con
una busqueda BLAST comparada contra la base de datos GenBank (KT758162.1 y
KT758149.1 respectivamente). Este filotipo no cultivado ha sido considerado como un grupo

de hongos endémicos de aguas profundas distribuido globalmente, y probablemente, tambiéen
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es un grupo adaptado a ambientes con escasez de O dada su elevada abundancia en los
sedimentos subsuperficiales y su frecuente presencia en ambientes deficientes de O> (Bass et
al., 2007; Lai et al., 2007; Nagahama et al., 2011; Nagano et al., 2010; Takishita et al., 2007;
Thaler et al., 2012; Xu et al., 2014). La plétora de filotipos no identificados en este estudio
indica que los sedimentos de la ZMO del Pacifico mexicano pueden albergar taxones
fangicos nuevos. El uso de una taxonomia polifasica que combine diferentes enfoques para
evaluar la diversidad taxonémica y funcional de hongos (Lucking et al., 2020) podria

contribuir al conocimiento de esta micobiota.

El género Paraphaeosphaeria destact por su elevada abundancia (8 ASVs que representaron
el 31.30% de la abundancia relativa de las secuencias identificadas), especialmente en los
sedimentos subsuperficiales. Las estrategias ecoldgicas registradas para este género
comprenden desde patdgenos y saprobios hasta endofitos de plantas, por lo que plantear la
hipotesis de un cambio en su funcién ecoldgica (sensu Selosse et al., 2018) resulta razonable,
pues podria explicar su abundancia y posible adaptacion a las condiciones extremas de los

sedimentos de la ZMO estudiada.

Los hongos similares a Malassezia se encontraron en casi todas las submuestras
(exceptuando la submuestra S1.0). Se ha registrado que los miembros de este género pueden
infectar a mamiferos marinos (Nakagaki et al., 2000) y funcionar como pat6genos
oportunistas de invertebrados de aguas profundas (Gao et al., 2008; Nagahama et al., 2011).
En nuestras muestras, la amplia distribucion de M. restricta concuerda con la distribucién de
invertebrados de fauna benténica como los poliquetos (e.g., Sabellidae, Terebellidae;
Salazar-Vallejo & Londofio-Mesa, 2004) del Pacifico. Esto sugiere una relacién huésped-
parasito que puede influir en la estructura de la comunidad de Malassezia en la ZMO

estudiada.

Se sabe que los hongos en ambientes marinos juegan un papel clave en los ciclos
biogeoquimicos (Gladfelter et al., 2019). En particular, los taxones Penicillium vy
Trichoderma que tuvieron una elevada riqueza en la ZMO estudiada, han demostrado estar

relacionados con el proceso de desnitrificacion (Cathrine & Raghukumar, 2009; Jebaraj et
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al., 2010; Mouton et al., 2012; Peng & Valentine, 2021; Xu et al., 2018). De hecho, P. melinii,
propuesto como desnitrificante en la columna de agua de la ZMO del Pacifico Norte (Peng
& Valentine, 2021), fue el ASV més abundante dentro del género Penicillium y uno de los
tres ASVs comunes entre todos los sedimentos superficiales. Por lo anterior, es probable que
la funcion de desnitrificacion de P. melinii enunciada para la columna de agua coincida con

su funcién en los sedimentos de la ZMO.

Respecto a la diversidad a lo largo del transecto batimétrico, a pesar de que la submuestra
subsuperficial mas profunda (S4.20) fue la de mayor riqueza, los valores de diversidad alfa
mas altos se observaron en las submuestras cercanas a la costa (S1.0 y S1.20; Fig. 5). Este
patron podria explicarse por la disminucion de la equitatividad hacia el océano abierto debido
a la dominancia de Fungi sp. 346 y 347. Adicionalmente, las submuestras superficiales a lo
largo del transecto mostraron un alto recambio en la composicion de las comunidades
fangicas con apenas tres ASVs (incluyendo Penicillium melinii, Fungi sp. 346 y Fungi sp.
347) comunes entre las submuestras (Fig. 8). En términos de diversidad beta, los valores mas
altos de disimilitud en funcion de la abundancia se registraron entre la submuestra mas
costera (S1.0) y la submuestra méas profunda del subsuelo (S4.20; Fig. 6), lo que indica que
la disimilitud no solo esta relacionada con la distancia espacial (~32 m) entre estas dos
localidades (Tabla 1) sino también con las caracteristicas del sedimento en cada profundidad.

En relacion con las variables ambientales, el O disuelto solo mostré una ligera asociacion
con la comunidad fungica de la submuestra cercana a la costa (S1.0), lo que sugiere la
capacidad de la micobiota restante para adaptarse a entornos con condiciones de escasez de
O2 a través de diferentes estrategias de respiracion. Por su parte, la profundidad en la columna
de agua se asoci6 con la comunidad fungica de las submuestras de mar abierto (S3.0 y S4.0;
Fig. 7), lo cual podria estar relacionado con las distintas condiciones de nutrientes en funcion
de la profundidad del agua.

En cuanto a la diversidad vertical en el sedimento, las muestras subsuperficiales tuvieron
valores de diversidad alfa mas altos que las muestras superficiales (Fig. 5). En este sentido,

la micodiversidad subsuperficial podria estar desempefiando funciones ecoldgicas cruciales
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para los ciclos biogeoquimicos de la biosfera profunda, lo cual complementa trabajos previos
que han investigado su actividad metabolica (Edgcomb et al., 2011; Orsi et al., 2021;
Pachiadaki et al., 2016; Rédou et al., 2014). Entre la micobiota identificada: Aspergillus
sydowii, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae y Humicola sp. han sido
registrados anteriormente en sedimentos subsuperficiales (Cathrine & Raghukumar, 2009;
Raghukumar et al., 2004; Rédou et al., 2015). De manera similar a los sedimentos
superficiales, los subsuperficiales mostraron un alto recambio en la composiciéon de la
comunidad, siendo Rousella solanni el Gnico ASV comun entre estas submuestras (Fig. 8).
Este hongo podria estar adaptado a las condiciones del sedimento subsuperficial; no obstante,

esto debe comprobarse en futuros trabajos.

Adicionalmente, nuestros hallazgos a pequefia escala (sedimentos de la misma estacion: 0 vs
20 cm) revelaron un conjunto heterogéneo de comunidades fungicas, ya que la mayoria de
los ASVs no ocurrieron en ambas profundidades del sedimento de la misma estacion (Fig.
8). Esta diferencia en la distribucion vertical fungica también ha sido observada en otros
ecosistemas marinos (Edgcomb et al., 2011; Feng et al., 2021; Rédou et al., 2014; Rojas-
Jimenez et al., 2020; Singh et al., 2012), sugiriendo la ocupacion diferencial de micronichos
verticales en el sedimento por hongos. En este contexto, el filtrado ambiental observado en
las bacterias (Starnawski et al., 2017; Walsh et al., 2016) puede influir en el establecimiento

de algunos ASVs fungicos.

La columna de sedimentos del fondo marino cambia a medida que se deposita la materia
organica a través del tiempo (Burd et al., 2016). Generalmente, se ha propuesto que la
abundancia de microbios marinos disminuye con el aumento de la profundidad y la edad de
los sedimentos marinos (Hoshino et al., 2020; Parkes et al., 1994). Sin embargo, en nuestros
resultados detectamos mayor diversidad fangica a mayor profundidad en los sedimentos (Fig.
5). Este patron de diversidad puede deberse al mayor porcentaje de carbono organico en los
sedimentos subsuperficiales (Fig. 7), lo cual es consistente con investigaciones previas
(Barone et al., 2022; Orsi, Biddle, et al., 2013; Pachiadaki et al., 2016).
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9. Conclusiones

Nuestros resultados evidenciaron una alta diversidad fangica en la ZMO del Pacifico
central mexicano, siendo Fungi spp. (filotipos no identificados y no cultivados) y
Ascomycota los taxa dominantes, seguidos por Basidiomycota y Rozellomycota.

La diversidad fungica obtenida provee informacion de linea base para estudiar su posible
influencia en la estructura de la comunidad bentdnica mediante interacciones biologicas
como la de huésped-parasito.

La baja proporcién de ASVs fungicos compartidos entre las submuestras, evidencié una
alta heterogeneidad espacial en la composicion de las comunidades fangicas, inclusive
a pequenia escala (entre las submuestras superficiales y subsuperficiales).

En el transecto batimétrico, Unicamente la diversidad fungica de la estacion costera
mostrd asociacion con la mayor concentracion de Oz disuelto en la columna de agua.
Nuestra hipétesis que enunciaba que los sedimentos costeros serian méas diversos debido
a la frecuente acumulacién de materia organica fue refutada, pues la estacion costera
registrd el menor porcentaje de carbono organico. Por su parte, la diversidad fangica de
los sedimentos en mar abierto mostrd asociacion con la mayor profundidad en la
columna de agua, donde la acumulacién de materia organica registré sus valores mas
altos. Esto sugiere que la diversidad fangica en los sedimentos superficiales esta
relacionada con distintas variables ambientales.

Respecto a la profundidad vertical en el sedimento, los sedimentos subsuperficiales
fueron los mas diversos, posiblemente debido a las caracteristicas del sedimento
depositado a través del tiempo pues, en general, mostraron asociacion con el mayor
porcentaje de carbono organico y de pH. Debido a que las variables ambientales: OD,
CO, salinidad y temperatura, solo fueron medidas en la columna de agua, se sugiere
Ilevar a cabo su medicion en los sedimentos subsuperficiales para estudios subsecuentes.
Los patrones de distribucion de las comunidades fungicas no sélo estuvieron
relacionados con el porcentaje de carbono organico y la concentracion de OD como lo
habiamos hipotetizado. Esto sugiere que la distribucion de las comunidades fungicas esta
relacionada con distintas variables ambientales tanto a lo largo del transecto batimétrico

como a distinta profundidad en el sedimento.
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e Dada la gran diversidad registrada en los sedimentos andxicos subsuperficiales y su
posible relacion con el elevado porcentaje de carbono organico, sugerimos que algunos
de estos hongos podrian estar activos y desempefiando funciones ecoldgicas en el ciclo
del carbono y del nitrdgeno que deben estudiarse méas a fondo, especialmente debido a

sus posibles implicaciones ambientales en el calentamiento global.

10. Perspectivas

e Inferir la diversidad funcional de las secuencias fangicas mediante herramientas
bioinformaticas como FUNGuild.

e Explorar las relaciones evolutivas de los Fungi spp. obtenidos en esta investigacion.

o Aislar e identificar hongos cultivables de los sedimentos superficiales y subsuperficiales
muestreados a lo largo del transecto batimétrico de la ZMO en la costa de Mazatlan.

e Integrar los datos del enfoque independiente de cultivo -obtenidos mediante esta
investigacion-, con el dependiente de cultivo, para complementar el conocimiento de la
diversidad fangica en el sedimento de la ZMO de la costa de Mazatlan.

e Analizar la actividad metabdlica de la comunidad fungicay su relacion con los ciclos del
carbono y nitrégeno.

o Identificar las causas de la elevada diversidad fangica en el sedimento subsuperficial.
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