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Resumen

Los sistemas hidrotermales de mar profundo son una de las manifestaciones mas visibles
de la tectonica y la dinamica de fluidos internos de la Tierra, siendo catalogados como
uno de los ecosistemas mas extremos del planeta. En ventilas hidrotermales de mar
profundo, los hongos y las bacterias heterdtrofas se encargan del intercambio de
compuestos orgéanicos y energia entre distintos niveles troficos. Sin embargo, se
desconoce el impacto que las interacciones entre estos dos grupos puedan tener en este
ecosistema. Se ha hipotetizado que las interacciones dominantes entre hongos y bacterias
son de competencia. No obstante, el conocimiento de los mecanismos de interaccion sigue
siendo limitado. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue entender las bases genéticas
que regulan las interacciones ecologicas entre dos hongos y una bacteria heterdtrofa
provenientes de la Falla Transformante Pescadero, un sistema hidrotermal de mar
profundo al sur del Golfo de California. Para alcanzar este objetivo, se analiz6 el perfil
transcriptomico asociado a los bioensayos in vitro entre Aspergillaceae sp. + Bacillus sp.
y Eurotiales sp. + Bacillus sp. Las respuestas transcripcionales obtenidas corroboraron
que las interacciones de competencia prevalecen entre hongos y bacterias heterotrofas. A
partir de estos resultados, se reconocid a la micofagia bacteriana como el principal
mecanismo de interaccion. Durante ésta, Bacillus sp. sobreexpresa genes relacionados
con mecanismos de adhesion y compuestos que dafian la integridad de las hifas. Ante este
ataque, ambos hongos respondieron con la sobreexpresion de genes para la remodelacion
de la pared celular y la liberacion de micotoxinas y antimicrobianos. Por lo tanto, la
micofagia bacteriana en ventilas hidrotermales del mar profundo puede ser un factor clave

en la liberacion de materia organica y en la composicion de la comunidad fungica.



Abstract

Deep-sea hydrothermal systems are one of the most visible manifestations of tectonics
and internal fluid dynamics of the Earth, being classified as one of the most extreme
ecosystems on the planet. In deep-sea hydrothermal vents, fungi and heterotrophic
bacteria are responsible for the exchange of organic compounds and energy between
different trophic levels. Nevertheless, the impact on the ecosystem of these interactions
is unknown. It has been hypothesized that competition represents the dominant
interaction between fungi and bacteria. However, knowledge on specific interaction
mechanisms remains limited. Therefore, the aim of this work was to understand the
genetic bases that regulate the ecological interactions between two fungi and a
heterotrophic bacterium from the Pescadero Transform Fault, a deep-sea hydrothermal
system in the southern Gulf of California. To achieve this, comparative transcriptomics
of cross-kingdom in vitro bioassays was analysed between Aspergillaceae sp. + Bacillus
sp. and Eurotiales sp. + Bacillus sp. The transcriptional responses obtained prove that
competition prevail between fungi and bacteria. From these results, we recognized
bacterial mycophagy as the main mechanism of interaction. During mycophagy Bacillus
sp. upregulates genes related to adhesion mechanisms and compounds that damage the
integrity of the hyphae. Both fungi responded to this attack with the upregulation of cell
wall remodelling genes and the release of mycotoxins and antimicrobials. Our results
highlighted that bacterial mycophagy in deep-sea hydrothermal vents may be a key factor

in organic matter release and fungal community composition.

II



1. Introduccion

1.1 Interacciones ecoldgicas hongo-bacteria

Tipos de interacciones ecologicas microbianas

Al convivir en el mismo espacio-tiempo, algunos microorganismos como los hongos y
las bacterias llegan a compartir nicho ecoldgico e interactuar alrededor de los dos recursos
esenciales para ellos: nutrientes y espacio (Ghoul y Mitri 2016; Deveau et al. 2018;
Grattepanche y Katz 2020) Esta coexistencia ha originado los diferentes tipos de
interacciones ecoldgicas, las cuales es posible clasificar a partir del aumento (+),
disminucién (-) o neutralidad (0) de la adecuacion ecologica de los organismos en
interaccion, comparado con la adecuacion de cada organismo en monocultivo (Schulze
et al., 2016). Por lo tanto, las interacciones son clasificadas como: cooperacion (+/+),
competencia (-/-), antagonismo (+/-), comensalismo (+/0), amensalismo (-/0) y

neutralismo (0/0) (Figura 1) (Lidicker 1979; Faust y Raes 2012).

+/+
Antagonismo Comensalismo

\ Cooperacioén /

-/ + +/0

-/- 0 0/0

Competencia Neutralismo

Amensalismo

Figura 1. Diagrama de Venn con la clasificacion de las interacciones ecoldgicas microbianas.

Los hongos y las bacterias cohabitan estrechamente en una gran variedad de ecosistemas
(terrestres y acuaticos) relacionandose entre si y presentando diferentes tipos de

1



interacciones ecologicas (de Menezes, Richardson, y Thrall 2017; Deveau et al. 2018;
Grattepanche y Katz 2020). Durante las interacciones hongo-bacteria (IHB) existe una
compleja comunicacion quimica entre los organismos, a partir de la cual se producen
cambios positivos o negativos en el crecimiento, la morfologia, la produccion de
metabolitos secundarios y en la virulencia (Tarkka, Sarniguet, y Frey-Klett 2009; Tarkka
y Deveau 2016; Deveau et al. 2018). En conjunto, estas sefalizaciones quimicas producen
intrincadas respuestas moleculares involucradas en la proteccion y defensa de los
recursos, o para una asociacion benéfica por parte de ambos organismos (Khalid y Keller

2021).

1.1.1 Mecanismos en respuesta a la interaccion hongo-bacteria

La produccion de antimicrobianos se encuentra entre las respuestas moleculares de
proteccion y defensa de los recursos en las IHB (Mela et al. 2011; Deveau et al. 2018;
Khalid y Keller 2021). Tanto hongos como bacterias producen diferentes metabolitos
secundarios con la capacidad de matar o disminuir el crecimiento de competidores
susceptibles al antimicrobiano. Los mecanismos de accion de estas moléculas son muy
diversos, aunque los mas comunes suelen ser de toxicidad o inhibidores de procesos
celulares fundamentales (respiracion celular, produccion de pared celular y transporte)
(Ghannoum y Rice 1999; Sekyere y Asante 2018; Peterson y Kaur 2018). De esta forma,
los productores de estas moléculas ostentan una ventaja adaptativa frente a la competencia

(Scherlach, Graupner, y Hertweck 2013; Davies 2014).

En hongos las micotoxinas son el metabolito secundario antimicrobiano por excelencia,
confiriéndoles una ventaja adaptativa durante las interacciones para la obtencion de
recursos o para la patogenicidad (Bennett y Klich 2003; Palumbo, O’Keeffe, y Abbas
2008; Tola y Kebede 2016; Venkatesh y Keller 2019). Su biosintesis es un proceso
complejo que requiere de la participacion de multiples genes (Bennett y Klich 2003;
Venkatesh y Keller 2019). Por ejemplo, la produccion de aflatoxinas implica 27
reacciones enzimaticas moduladas por al menos 25 genes (Caceres et al. 2020), mientras
que la biosintesis de la fumagilina involucra la expresion de 15 genes (Guruceaga et al.

2019).

En las ITHB la producciéon de micotoxinas se ha reconocido como un mecanismo de
antibiosis y quorum quenching (inhibicion de la comunicacion bacteriana) (Turan y Engin
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2018; Venkatesh y Keller 2019). Por ejemplo, el acido fusdrico secuestra hierro del
ambiente, lo que inhibe el crecimiento bacteriano (Ruiz, Bernar, y Jung 2015). También
se ha reportado que esta micotoxina inhibe a la N-acil homoserina lactona, una molécula
del quorum sensing bacteriano que participa en la comunicacion celular para la
movilidad, virulencia, produccion de biopeliculas bacterianas y metabolitos secundarios,
entre otros (van Rij et al. 2004; 2005; Coquant, Grill, y Seksik 2020). Por lo tanto, las
micotoxinas, ademas de eliminar a los competidores, también obstruyen los mecanismos

bacterianos de comunicacion y defensa.

Los hongos producen una gran variedad de compuestos antimicrobianos, ademas de las
micotoxinas, (Martin-Rodriguez et al. 2014; Sekyere y Asante 2018). Entre estos, los
antibioticos flingicos son los mas estudiados por su uso potencial contra agentes
patdgenos (Karwehl y Stadler 2016; Silber et al. 2016; Demain y Martens 2017). Por
ejemplo, los beta-lactdimicos, como las cefalosporinas, penicilinas, asi como sus
derivados, inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana, ejerciendo un efecto
bactericida (Sudrez y Gudiol 2009). Otros compuestos antimicrobianos son los
biosurfactantes, los cuales son moléculas anfipaticas, que impiden la formacién de
biopeliculas bacterianas, y/o inhiben el crecimiento bacteriano al romper la pared celular
bacteriana (Rienzo et al. 2014; Garg, Priyanka, y Chatterjee 2018; A. F. da Silva et al.
2021). Por lo tanto, en las IHB los hongos cuentan con diferentes mecanismos
antimicrobianos que les permiten defender eficazmente sus recursos al eliminar la

competencia bacteriana.

Las bacterias también cuentan con un amplio arsenal de metabolitos secundarios para la
proteccion y defensa de recursos (Kerr 1999). Los antimicrobianos producidos por
bacterias incluyen enzimas, toxinas (bacteriocinas), policétidos, péptidos no ribosomales,
entre otros (Barrionuevo 2017; Caulier et al. 2019; Cob Calan 2020). Estos compuestos
tienen diferentes mecanismos de accion. Por ejemplo, las enzimas liticas como celulasas,
glucanasas, proteasas y quitinasas afectan la pared celular de los hongos, degradando sus
componentes principales (Mukherjee y Sen 2006; Bhattacharya, Nagpure, y Gupta 2007;
Geraldine et al. 2013). Mientras que, policétidos como el bacillaene (Um et al. 2013),
dificidin (X. H. Chen et al. 2009), y la macrolactina (Jaruchoktaweechai et al. 2000) son
potentes antifungicos que inhiben la sintesis de proteinas (Caulier et al. 2019). Por su

parte, los péptidos biosurfactantes como la surfactina reducen la esporulacion (Y. Li et al.
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2019), mientras que los thamnolipidos alteran la morfologia de las hifas, dafiando la pared
celular y la membrana de los hongos (Bharali et al. 2013; Borah et al. 2016). Por su parte,
las bacteriocinas se han reconocido como antifingicos al disminuir el crecimiento de
especies como Candida tropicalis (Smaoui et al. 2010). Esta amplia gama de mecanismos
antifungicos demuestra la eficaz capacidad de respuesta que presentan las bacterias

durante una interaccion negativa con hongos.

Los hongos y las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos de defensa para
contrarrestar la actividad antimicrobiana. Estos estan clasificados en: 1) no degradativos,
2) de detoxificacion enzimatica o degradativos y 3) de modificacion del sitio blanco del
antimicrobiano (Tarkka, Sarniguet, y Frey-Klett 2009; Sekyere y Asante 2018; Peterson
y Kaur 2018).

En hongos, dentro de los mecanismos no degradativos se encuentran las bombas de flujo
transmembranales, encargadas de expulsar los antibioticos fuera del organismo (White,
Marr, y Bowden 1998; Peman, Cantdn, y Espinel-Ingroff 2009; Sekyere y Asante 2018).
Por ejemplo, los transportadores de tipo MFS (Major Facilitator Superfamily) y ABC
(ATP-binding Cassette) expulsan antifingicos como los azoles (Lopez-Avila et al. 2016)
y las equinocandinas (Esquivel et al., 2020; Sipos & Kuchler, 2006). En los mecanismos
de detoxificacion o degradativos el hongo modifica la composicion quimica de
micotoxinas o antibidticos disminuyendo su letalidad o degradandola completamente
(Hathout y Aly 2014). Por otro lado, las modificaciones del sitio blanco suelen ser
cambios en las rutas biosintéticas de los antimicrobianos por la duplicacion de ciertos
genes de la ruta, mutaciones, o la sobreexpresion de algunos genes (White, Marr, y
Bowden 1998; Ghannoum y Rice 1999). Por ejemplo, en Candida albicans se ha
observado que una mutacion puntual del gen ERGI11 genera cambios en la ruta
biosintética del ergosterol (principal componente de la membrana fungica y blanco de
numerosos antifingicos), confiriendo mayor proteccion contra antifiungicos como los

azoles (Da Silva Ferreira et al. 2005).

En bacterias los mecanismos no degradativos incluyen bombas de flujo y regulacion de
porinas para evitar la entrada de antibidticos a la célula, ademas de la formacion de
matrices extracelulares para impedir el contacto con el antibidtico (Cloete 2003; Van

Acker, Van Dijck, y Coenye 2014; Blair et al. 2015; Peterson y Kaur 2018). Al igual que
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en hongos, en bacterias también se han descrito mecanismo de detoxificacion (Hathout y
Aly 2014). Por ejemplo, especies del género Bacillus degradan micotoxinas como la
ocratoxina A (L. Wang et al. 2022), zearalenona (Cho et al. 2010; Gonzalez Pereyra et al.
2020; Hassan et al. 2021) y aflatoxinas (Q. Wu et al. 2009; Farzaneh et al. 2012). De igual
forma, las bacterias presentan modificaciones del sitio blanco como mecanismo de
resistencia a antibidticos (Blair et al. 2015). Entre ellos se incluye el cambio de
aminodcidos para precursores de rutas metabolicas blanco. Por ejemplo, en la ruta del
peptidoglicano se cambia de D-Ala-D-Ala a D-Ala-D-Ser para evitar la inhibicién por
glicopéptidos que se unen al precursor (ej. vancomicina) e inhiben la sintesis de

peptidoglicano (Binda, Marinelli, y Marcone 2014; Peterson y Kaur 2018).

Las interacciones de cooperacion también ocurren entre hongos y bacterias. Estas se
producen principalmente por el intercambio de metabolitos secundarios (Tarkka,
Sarniguet, y Frey-Klett 2009; Tarkka y Deveau 2016). Por ejemplo, algunos de los
metabolitos secundarios compartidos son esenciales para el organismo interactuante,
promueven su crecimiento, o favorecen su virulencia (Partida-Martinez y Hertweck 2007,
Abeysinghe et al. 2020). De igual forma, se ha observado que en las IHB se presenta una
sinergia metabolica en la degradacion de compuestos complejos favoreciendo la

colonizacion de sustratos para ambos organismos (Boer et al. 2005; Deveau et al. 2018).

Un ejemplo de cooperacion y de la estrecha relacion que tienen hongos y bacterias son
las carreteras fungicas o fungal highways. En esta interaccion las bacterias aprovechan la
amplia red de micelio de los hongos filamentosos para trasladarse sobre el hongo a través
de los sustratos de forma mas eficiente (Kohlmeier et al. 2005). Para la bacteria esta
interaccion ecoldgica representa una ampliacion del rango de movilidad (Pion et al.
2013), un mejor acceso a los nutrientes (Abeysinghe et al. 2020), mayor disponibilidad
de agua (Worrich etal. 2017) y un punto clave de intercambio genético bacteriano
(Berthold et al. 2016). Para el hongo, inicialmente se habia reportado que no existia un
beneficio aparente durante la interaccion (comensalismo +/0) (Kohlmeier et al. 2005). Sin
embargo, estudios recientes reportan que también puede llegar a ser una interaccion
mutualista (+/+), ya que el hongo recibe y asimila tiamina (un co-factor esencial para el
crecimiento del hongo) secretada por parte de la bacteria (Abeysinghe et al. 2020). De
esta forma, se demuestra la complejidad y versatilidad que tienen las interacciones hongo-

bacteria a diferentes escalas.



En una IHB la distancia entre los organismos también determina el tipo de comunicacion
quimica y los mecanismos de interaccion usados: directos e indirectos (Boer et al. 2005;
Khalid y Keller 2021). Las interacciones directas involucran el contacto fisico entre los
microorganismos y el uso de moléculas de adhesion y/o metabolitos secundarios a corta
distancia como antibioticos, toxinas y enzimas antes mencionados (Frey-Klett et al. 2011;

Scherlach, Graupner, y Hertweck 2013; Steffan, Venkatesh, y Keller 2020).

Un ejemplo de IHB directa es la micofagia, palabra que deriva del griego mykes (hongo)
y phagein (comer). La micofagia bacteriana es descrita como el comportamiento
fenotipico demostrado y cuantificable que convierte nutrientes de un hongo vivo a la
biomasa bacteriana (Leveau y Preston 2008; Olsson, Bonfante, y Pawlowska 2017).
Dentro de la micofagia se describen tres principales estrategias: 1) necrotrofia, definida
como el consumo de biomasa fingica al lisar las células; 2) interaccion extracelular
biotrofica, en la cual la bacteria se alimenta del hongo sin causar su muerte; y 3)
interaccion biotrofica endocelular, en donde las bacterias endocelulares dependen
completamente de los hongos para su nutricion. En la micofagia (a excepcion de la
interaccion biotrofica endocelular) la bacteria hace uso de adhesinas, polisacaridos, pilis
o fimbrias para adherirse al hongo. Posteriormente, la bacteria degrada la pared y la
membrana fungica con enzimas (quitinasas) o toxinas, para finalmente alimentarse del
hongo. Este tipo de interaccion se conforma de diferentes mecanismos que se
sobreexpresan en conjunto de forma diligente durante la interaccion, lo que demuestra la

complejidad y exactitud de respuesta de los organismos.

Las interacciones indirectas se llevan a cabo con nulo contacto fisico, a través de
metabolitos secundarios secretados al medio. (Frey-Klett et al. 2011; Bennett et al. 2012;
Farzaneh et al. 2012). Entre estos metabolitos se encuentran los compuestos organicos
volatiles, moléculas de bajo peso molecular con propiedades fisicoquimicas que les
permiten una féacil difusion en aire y agua (Bennett et al. 2012; Khalid y Keller 2021).
Algunos ejemplos de éstos son los alcoholes, aldehidos, alquenos, ésteres y cetonas
(Scherlach, Graupner & Hertweck, 2013). En las ITHB los compuestos organicos volatiles
favorecen o inhiben: el crecimiento, la produccion de metabolitos secundarios, o cambios
morfoldgicos de los organismos interactuantes (Fernando et al. 2005; Bennett et al. 2012;

Schmidt etal. 2016; 2017). Ademas, se ha reportado que estos participan en los
6



mecanismos de comunicacion entre reinos, por lo que también se puede afectar su
comportamiento durante las THB (Kai et al. 2009; Bennett et al. 2012; Schmidt et al.
2016).

Por ejemplo, se ha observado que Fusarium culmorum secreta diferentes tipos de
compuestos organicos volatiles como los terpenos. En ensayos in vitro de IHB estas
moléculas favorecieron la movilidad, transduccion de sefiales y la produccion de
metabolitos secundarios de la bacteria Serratia plymuthica (Schmidt et al. 2017). Por lo
que se propone que estas moléculas también participan como quimioatrayentes y como
mecanismo de comunicacion durante la IHB. Esto demuestra que existen diferentes
mecanismos de interaccion y son necesarias diferentes aproximaciones al estudio de las

IHB para descifrarlos.

1.2 Ventilas hidrotermales de mar profundo

Los sistemas hidrotermales se originan a lo largo de los bordes divergentes de la corteza
oceanica como resultado de procesos tectonicos (Ding et al. 2017). En estos sitios, el agua
se filtra entre los sedimentos del fondo oceéanico y entra en contacto con el magma del
manto, aumentando su energia térmica (Brazelton 2017). Al emerger nuevamente hacia
el fondo marino con temperaturas superiores a los 350°C, este flujo hidrotermal genera
depdsitos principalmente de sulfuros y minerales, que a lo largo del tiempo generan
estructuras conicas como las ventilas y los monticulos hidrotermales. Otro tipo de emision
hidrotermal son los flujos difusos, los cuales presentan temperaturas de alrededor de
100°C, y se pueden encontrar abundantemente en la inmediacion a las ventilas (Burgaud

et al. 2014; Soto, s/f).

La composicion de los fluidos hidrotermales varia entre cada sistema y depende de la
composicion de la corteza in situ. Se ha encontrado que los compuestos principales en
estos fluidos presentan elevados niveles de sulfuro de hidrogeno, hidrégeno molecular,
monoéxido de carbono, diéxido de carbono y amonio asi como otros compuestos quimicos
reducidos (Nakagawa y Takai 2008; Brazelton 2017). Ademas, estos fluidos también
pueden estar enriquecidos en metales como hierro, manganeso, arsénico y cobre, siendo

Fe(Il) la forma mas dominante (Nakagawa y Takai 2008).



Los sistemas hidrotermales de mar profundo proveen una gran cantidad de servicios
ecosistémicos. Por ejemplo, el flujo hidrotermal modifica la composicion de la corteza al
arrastrar elementos como magnesio, manganeso, litio, rubidio, cesio, hierro y otros
metales que posteriormente seran liberados al océano a través de la pluma hidrotermal
expandiéndose kilometros en el fondo oceanico (Levin et al. 2016). Ademas, en este
ecosistema se genera el secuestro de carbono y sulfuros que son potenciales precursores
de gases de efecto invernadero (Levin et al. 2016; Brazelton 2017; Menini y Van Dover
2019). Por lo tanto, estos ecosistemas han sido catalogados como ecosistemas marinos

importantes, siendo objeto de proteccion a nivel global (Menini y Van Dover 2019).

1.2.1 Distribucion de ventilas hidrotermales de mar profundo en el Golfo de California,
México

Hasta la fecha, se ha confirmado la presencia de siete sistemas hidrotermales (uno de ellos
inactivo), y se ha inferido la existencia de cuatro mas dentro del Golfo de California
(“InterRidge Vents Database” 2022). Estos sistemas se distribuyen al norte en la Cuenca
de Consag y la Cuenca de Wagner; al centro la Cuenca de Guaymas; y al sur en la Dorsal
de Alarcon, la Cuenca Pescadero y la Falla Transformante Pescadero. Entre todos éstos,
el sistema hidrotermal de Guaymas ha sido mas estudiado (Calvert 1966; Simoneit et al.
1990; Teske et al. 2016; Teske 2020). En contraste, los sistemas hidrotermales ubicados
al sur del Golfo de California (Cuenca de Pescadero, la Falla Transformante de Pescadero
y finalmente a la Dorsal de Alarcén) han sido relativamente poco estudiados desde su

descubrimiento en 2012 y primera exploracion en 2015 (Paduan et al. 2018).

La Cuenca Pescadero se compone de ventilas y flujos difusos de calcita con una capa de
depositos continentales de sedimento (Paduan etal. 2018). La Falla Transformante
Pescadero (FTP) es un sistema hidrotermal de baja temperatura con flujos de lava jovenes
y multiples infiltraciones que se extienden a lo largo de 60 km entre dos sistemas
hidrotermales de alta temperatura, al sur la Dorsal de Alarcon y al norte la Cuenca
Pescadero. Por su parte, la FTP ha sido muy poco estudiada, a diferencia de los sistemas
hidrotermales adyacentes (Goffredi et al. 2017; Clague et al. 2018; Salcedo, Soto, y
Paduan 2021). Finalmente, la Dorsal de Alarcon se extiende en un area alrededor de 164
km? con presencia de chimeneas reportadas es del tipo black smokers (por la coloracion

oscura del flujo hidrotermal) con una alta concentracion de sulfuro de hidrégeno. Este



sistema, a comparacion de los otros sistemas del Golfo, no presenta sedimentos

continentales (Goffredi et al. 2017; Clague et al. 2018; Paduan et al. 2018).

1.2.2 Estructura e importancia ecoldgica de la comunidad microbiana en ventilas
hidrotermales

En los sistemas hidrotermales de mar profundo los productores primarios del ecosistema
son los quimiolitoautotrofos, ubicandose en la cercania de la chimenea. Estos organismos
hacen accesible la energia de la fuente geotérmica para otros niveles troficos a través de
compuestos organicos (S. Sievert y Vetriani 2012; Ding etal. 2017). Los grupos
bacterianos dominantes de quimiolitoautdtrofos son las bacterias oxidantes del azufre de
la clase Gammaproteobacteria (S. M. Sievert et al. 2008), Epsilonproteobacteria y
Agquificales (Nakagawa y Takai 2008; Hiigler y Sievert 2011).

Las arqueas también son un grupo dominante en las ventilas. Algunos de los phyla
abundantes son Thaumarchaeota, Woesearchaeota, Euryarcheaota y Crenarcheaota (Kato
etal. 2010; Ding etal. 2017). Ademas, este dominio exhibe una gran diversidad
metabdlica, incluyendo a las arqueas metandgenas, sulfuro reductoras, hierro reductoras
y heterotrofas (Takai y Horikoshi 1999). Por lo tanto, poseen un rol fundamental en los

ciclos biogeoquimicos (C, S, Fe) de fondo marino.

Otro grupo microbiano presente en las ventilas son las bacterias heterdtrofas. No obstante,
desde el descubrimiento de los sistemas hidrotermales, su estudio ha sido minimo. Las
bacterias heterdtrofas son una parte esencial de la comunidad en ventilas, ya que se
encargan de la degradacion y fijacion de diferentes compuestos organicos como
hidrocarburos, acidos carboxilicos de bajo peso molecular, polisacaridos, alcanos,
alcoholes, entre otros (Nakagawa y Takai 2008; Meier et al. 2016). En los sistemas
hidrotermales, los heterotrofos presentan una distribucion en forma de cinturén alrededor
de las ventilas (en inglés conocido como heterotrophic belf). Esta distribucion confiere
proteccion ante las altas temperaturas de los flujos hidrotermales. Ademas, permite el
acceso a moléculas organicas metabolizadas por organismos quimiolitoautotrofos, y a
materia orgénica particulada proveniente de la columna de agua y de los diferentes
invertebrados que se asientan en esta area. Cabe mencionar que en esta zona la
abundancia de autotrofos disminuye considerablemente a causa del cambio de sustrato y,

a su vez, aumenta la abundancia de los heterotrofos (Meier et al. 2016).



En las ventilas hidrotermales de mar profundo también se ha reportado la presencia de
micromicetes, sin embargo, su estudio ha sido escaso en comparacion con los sistemas
terrestres. Por lo tanto, se cree que estos ecosistemas albergan taxa ain no descritos
(Nagano y Nagahama 2012; Burgaud et al. 2014; W. Xu et al. 2018). Los pocos trabajos
sobre micromicetes en sistemas hidrotermales documentan principalmente su diversidad,
dominada por representantes de los phyla Ascomycota y Basiodiomycota, siendo
Ascomycota el que presenta una mayor diversidad y abundancia (Burgaud et al. 2009;

2010).

El rol ecologico de los hongos en los sistemas hidrotermales atin no se ha estudiado a
profundidad. Sin embargo, se ha podido inferir su gremio funcional en este ecosistema a
partir del sustrato del cual se colectan (Burgaud et al. 2009). Por ejemplo, se han descrito
pardsitos y endofitos de macroorganismos, aislados de bivalvos del género
Bathymodiolus azoricus, camarones y poliquetos, al igual que saprobios colectados de
muestras de sedimento (Burgaud et al. 2009). Se especula que la comunidad fingica en
las ventilas facilita la liberacion de materia orgédnica disuelta al sistema (Burgaud et al.
2010; W. Xu et al. 2018). También se hipotetiza que los hongos podrian participar en la
degradacion de carbohidratos, aminodcidos y lipidos (Burgaud etal. 2014).
Recientemente, a partir de analisis de isotopia, se describi6 el rol trofico de los hongos
como parasitos asimilando biomasa bacteriana y de invertebrados (Salcedo et al., en
revision). No obstante, ain se sabe muy poco sobre sus capacidades metabdlicas y su

papel en los ciclos de nutrientes dentro del ecosistema hidrotermal (Raghukumar 2017).

1.2.3 Interacciones hongo-bacteria en ventilas de mar profundo
Las interacciones microbianas en los sistemas hidrotermales son fundamentales ya que
participan en el flujo de energia entre los diferentes niveles troficos. Sin embargo, las
IHB han sido pobremente estudiadas. La mayoria de los trabajos enfocados en estudiar
las interacciones en ventilas se han limitado a explorar las asociaciones simbioticas entre
la macrofauna (bivalvos, gasteropodos, poliquetos y gusanos tubicolas) y sus simbiontes
bacterianos (Nakagawa y Takai 2008) o parasitos fingicos (Burgaud et al. 2009; 2010).
Entre hongos y bacterias las interacciones documentadas han sido caracterizadas
principalmente de competencia y antagonismo (Herndndez Monroy 2019; Keeler et al.
2021; Ramirez et al. 2021).
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2. Antecedentes

2.1 Desarrollo historico del estudio de las interacciones hongo-bacteria

El estudio de las IHB inicié con el objetivo de identificar organismos potencialmente
utiles para el biocontrol de fitopatdgenos que infectan a especies de importancia
econdomica (Mitchell y Alexander 1961; Janisiewicz y Roitman 1988; Abanda-Nkpwatt
et al. 2006; Palumbo, Baker, y Mahoney 2006). Estas interacciones fueron realizadas en
bioensayos in vitro poniendo a los organismos en co-cultivo y evaluando su crecimiento
(Janisiewicz y Roitman 1988). Posteriormente, el estudio de las IHB tuvieron un auge en
la biotecnologia. Por ejemplo, en la industria alimenticia, se estudiaron a gran escala con
el fin de optimizar los procesos de produccion o mejorar la palatabilidad de productos
como el vino (Bader et al. 2010; Deveau et al. 2018). Por otro lado, en la biorremediacion
estas interacciones han sido evaluadas por su efecto promotor en la produccion de
metabolitos secundarios de interés para el ser humano. Hoy en dia, el estudio de las IHB
es un punto focal en varias areas de la biologia, sobre todo para la bioprospeccion de
moléculas de importancia econdmica (Boonchan, Britz, y Stanley 2000; Zhang, Qi, y Cao

2014; Y.-M. He, Duan, y Liu 2014).

Las IHB también han sido ampliamente estudiadas por su relevancia ecologica en los
ecosistemas (de Menezes, Richardson, y Thrall 2017; Deveau et al. 2018). Esto es debido
a surol en la regulacion de los ciclos biogeoquimicos al solubilizar compuestos, degradar
materia organica y distribuir nutrientes para otros grupos de organismos (Boer et al. 2005;
Bader etal. 2010). Ademads, en conjunto estos microorganismos participan en la
modificacion de variables ambientales, como el pH (de Menezes, Richardson, y Thrall
2017), y en la produccion de moléculas extracelulares que pueden ser ttiles para otros
organismos (Gadd 2008; Nazir et al. 2010; Fabian et al. 2017). Por lo tanto, las IHB son
consideradas como un factor clave que modula la estructura de las comunidades
microbianas (Sokol et al. 2022). Por ello, se han propuesto como la base para analizar los
mecanismos de la comunicacion celular entre reinos (Compant et al. 2005; Frey-Klett
etal. 2011; Deveau et al. 2018; Sokol et al. 2022) y como un modelo en la biologia
evolutiva para entender mecanismos conservados de interaccion entre eucariontes y

procariontes (Foster y Bell 2012; Deveau et al. 2018).
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Desde sus inicios, las IHB han sido evaluadas en bioensayos in vitro caracterizando la
presencia de halos de inhibicion (X.-M. Wang et al. 2015) o la produccion de biomasa a
través de indices de crecimiento (El-Abyad et al. 1993; Chamberlain y Crawford 1999).
No obstante, con el auge de las tecnologias de secuenciacion masiva, el estudio de las
IHB se benefici6 de nuevos enfoques, siendo posible su analisis a nivel metagendmico y
transcriptomico. La metagendmica, en este sentido, ha permitido inferir la capacidad
metabolica de hongos y bacterias en interaccion. Por ejemplo, el estudio metagendémico
de los simbiontes de corales ha proporcionado un enfoque a nivel comunidad del uso del

nitrogeno, carbohidratos y sulfuros (Wegley et al. 2007).

Por otra parte, los pocos estudios disponibles a la fecha en el campo de la transcriptomica
comparada de las IHB, han tenido un enfoque in vitro. Por ejemplo, se ha evaluado la
regulacion de la produccion de metabolitos secundarios supresores de patdgenos (de Boer
2017), la respuesta fisioldgica de organismos modelo (Deveau et al. 2018), o los cambios
metabolicos producidos durante una estrecha interaccion fisica (Abeysinghe et al. 2020).
En estos estudios, la respuesta transcripcional observada en la IHB sugiere que la
interaccion provoca cambios en: 1) la dindmica de la pared celular de los hongos (Mela
et al. 2011; Deveau et al. 2015), 2) los metabolismos de obtencién de carbono, movilidad
y quimiotaxis de las bacterias (Mela et al. 2011; de Boer 2017; Abeysinghe et al. 2020) y
3) en el crecimiento del hongo y la bacteria promoviendo la formacion de biomasa
(Abeysinghe etal. 2020). Esto demuestra la importancia fisiolégica que tiene la
interaccion entre los organismos interactuantes (Mela et al. 2011; Deveau et al. 2015; M.
Li, Jain, y Dick 2016), asi como la importancia de evaluar este tipo de interacciones con

técnicas transcriptomicas.

Por lo que conocemos hasta la fecha, no se ha analizado el perfil transcriptomico de las
IHB en ecosistemas marinos. Los uUnicos trabajos realizados que incorporan esta
herramienta se han enfocado en la evaluacion de grupos especificos bajo condiciones
ambientales cambiantes. Por ejemplo, para determinar la respuesta de Aspergillus terreus
obtenido de ventilas hidrotermales someras a diferentes condiciones de temperatura, pH
y salinidad (Pang et al. 2020), o en Corollospora maritima proveniente de playas marinas
arenosas en donde se caracterizaron cambios en la expresion génica dependiendo de la

salinidad (Velez et al. 2015). En estos trabajos el uso de transcriptomica comparada ha
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permitido describir los cambios en la expresion de los genes ante condiciones ambientales

diferentes y los posibles mecanismos de adaptacion.

En bacterias marinas, el uso de la transcriptomica ha tenido diferentes enfoques,
ayudando a entender mejor los procesos metabdlicos y bioldgicos de estos organismos.
Por ejemplo, a partir de transcriptdmica comparada se ha reportado que la patogenicidad
por adhesion de Vibrio alginolyticus es influenciada por las condiciones ambientales
(Kong et al. 2015). También, esta técnica ha permitido entender la regulacion génica de
la endosimbiosis con invertebrados marinos (H. Wang etal. 2019). Asimismo, ha
ayudado a revelar roles esenciales en procesos metabolicos como, por ejemplo, identificar
genes necesarios para convertir sulfuro orgdnico a inorganico (desulfurizacion) (Peng
etal. 2019; Nguyen, Kim, y Lee 2019). Sin embargo, hasta donde sabemos no se ha
descrito la respuesta transcripcional de bacterias en una interaccidn con micromicetes

marinos.

2.2 Interacciones microbianas en ventilas hidrotermales de mar profundo

Las interacciones microbianas son una pieza clave en el flujo de la materia organica en
las redes troficas de ventilas hidrotermales en mar profundo. Ejemplo de ello es el trabajo
presentado por Hu et al. (2021), en donde se evaluan las interacciones depredador-presa
entre protistas y las comunidades de bacterias y arqueas. En sus resultados, se resalta que
la depredacion de procariontes podria modificar la diversidad y, a su vez, la estructura de
la comunidad microbiana, la transferencia de C en redes troficas y la liberacion de materia
organica al ecosistema. De igual forma, se han caracterizado las interacciones
depredador-presa entre en virus y bacterias; en donde los virus lisan a las bacterias
liberando C orgénico al ecosistema y regulando la comunidad microbiana (Breitbart
2012). No obstante, también se describe que en ventilas hidrotermales los virus pueden
interactuar como profagos favoreciendo la adecuacion de los organismos infectados (T.

He, Li, y Zhang 2017).

Los andlisis transcriptomicos realizados en este sistema usualmente se enfocan en el
estudio de las bacterias simbiontes de macroorganismos. Un ejemplo de esto es el estudio
del bivalvo Bathymodiolus azoricus donde se reporta un reconocimiento a nivel del

sistema inmunologico por parte del hospedero, asi como la microbiota nicleo del bivalvo
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y la posible interacciéon metabdlica entre ambos organismos (Bettencourt et al. 2010).
Cabe mencionar que la mayoria de los transcritos obtenidos fueron anotados como
proteinas hipotéticas, debido a la falta de anotacion de genomas en las bases de datos de

organismos de ecosistemas extremos.

2.3 Interacciones hongo-bacteria en ventilas hidrotermales de mar profundo

Existen algunos trabajos que estudian las IHB en ventilas hidrotermales. Uno de ellos las
evallia in vitro mediante la estimacion de indices de crecimiento (Herndndez Monroy
2019). Los microorganismos de este trabajo fueron aislados a partir de muestras de
sedimento colectadas en sistemas hidrotermales de mar profundo del sur del Golfo de
California (La Dorsal de Alarcon, La Falla Transformante Pescadero y La Cuenca
Pescadero). Las interacciones ecoldgicas mas comunes reportadas fueron el antagonismo
y la competencia, las cuales aparentemente dependen de los genotipos interactuantes.
Ademas, se observo que las interacciones cambian en una escala temporal de 14-21 dias,
resultando, en la mayoria de los casos, en una interaccion de antagonismo al final del
experimento. Sin embargo, en el trabajo no se profundizé en los perfiles de expresion

genética que determinaban las interacciones.

Posteriormente, estudios de diversidad fingica y bacteriana coincidieron en la existencia
de interacciones de competencia entre hongos y bacterias de la Falla Transformante
Pescadero. A partir de la alta diversidad bacteriana (Espinosa-Azuar et al. 2020) y la baja
diversidad flingica (Velez et al. 2022) encontrada en comparacion con los sistemas
circundantes, como la Dorsal de Alarcon y la Cuenca Pescadero, se dedujo que entre estos

dos grupos las interacciones de competencia son probables.

En la Cuenca de Guaymas se han realizado diversas investigaciones que evaluan las THB.
Por ejemplo, a partir de bioensayos in vitro se identificd la produccion de compuestos
antimicrobianos por parte de los micromicetes durante la interaccion con patdogenos
humanos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa
(Keeler etal. 2021). Siete de los 12 aislados flingicos presentaron actividad
antimicrobiana, destacando compuestos producidos por Penicillium sp. como:
meleagrina, andrastina A y C, austalide X, bilaid A, penisimplicina B, roquefortinas (C,

F o I), simplicissina y tetrahydrotrichodimerol. En conclusion, los autores destacan la
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importancia de explorar los compuestos antimicrobianos de hongos de ventilas de mar

profundo para la industria biotecnoldgica.

Asimismo, se han determinado interacciones ecologicas intra- e inter-dominio entre
ASVs (Variante de Secuencia de Amplicon, por sus siglas en inglés) de hongos, bacterias
y arqueas a partir de matrices de co-ocurrencia en la Cuenca de Guaymas (Ramirez et al.
2021). En estas interacciones destaca la cooperacion dentro de cada dominio, pero una
marcada competencia entre los diferentes dominios (hongos y procariotas),
probablemente por los recursos. No obstante, en dicho estudio se hace énfasis en que es
necesario realizar mas trabajos que evalien las interacciones entre hongos y bacterias o

arqueas para confirmar estos resultados.

3. Justificacion

Las ventilas hidrotermales de mar profundo son consideradas como un ecosistema
oligotrofico dependiente de los microorganismos para su funcionamiento, siendo la
comunidad de heterétrofos un eslabon fundamental en el consumo, liberacion y
distribuciéon de la materia organica. No obstante, las interacciones entre hongos y
bacterias heterotrofas han sido poco estudiadas, dejando una brecha en el conocimiento
de como estas interacciones bidticas pueden influenciar la distribucién de los recursos.
Por lo tanto, evaluar la respuesta transcripcional de hongos y bacterias heterdtrofas
durante su interaccion es esencial para descifrar los mecanismos moleculares y posibles
roles ecoldgicos que estructuran a las comunidades microbianas de heterotrofos en

ventilas de mar profundo.

4. Preguntas de investigacion

e ,Existen cambios en la expresion genética de hongos y bacterias (Bacillus sp. x
Aspergillaceae sp. 'y Bacillus sp. x Eurotiales sp.) aislados de sistemas hidrotermales
de mar profundo cuando interactuan en co-cultivo?

e ,Cuantos y cudles genes muestran una expresion diferencial durante las
interacciones?

15



e ;En qué magnitud se dan estos cambios?
e  Existen transcritos clave que se expresan durante la interaccioén y que regulan los
mecanismos de respuesta entre las especies interactuantes?

e ,Existen transcritos clave que definan qué tipo de interaccion se establece?

5. Hipotesis

La expresion genética analizada en co-cultivo de microorganismos aislados de sistemas
hidrotermales de mar profundo mostrara diferencias significativas en comparacion con la
correspondiente a monocultivos. Entre estas diferencias, se espera registrar una alta
proporcion de transcritos sobre-expresados asociados a factores de crecimiento y
produccion de metabolitos secundarios por parte de los interactuantes durante el co-

cultivo.

6. Objetivo general

Evaluar las bases genéticas que definen las interacciones entre los hongos Aspergillaceae
sp. y Eurotiales sp. y la bacteria Bacillus sp. aislados del sistema hidrotermal de mar

profundo de la Falla Transformante Pescadero en México.
6.1 Objetivos particulares

e Extraer el RNA total con calidad para secuenciacion masiva a partir de bioensayos in
vitro de interaccion pareada y los monocultivos.

e Obtener el ensamble de novo de los transcriptomas de Aspergillaceae sp., Eurotiales
sp. y Bacillus sp. en co-cultivo y monocultivo.

e Realizar la anotacion funcional de los transcritos e identificar los que presentan una
expresion diferencial significativa durante la interaccion.

e Analizar las respuestas transcripcionales en los co-cultivos e identificar las

diferencias entre cada genotipo interactuante.
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7. Materiales y métodos

7.1 Material biologico

La presente investigacion se llevd a cabo con los microorganismos aislados y
caracterizados por Hernandez-Monroy (2019), los cuales se obtuvieron a partir de
muestras de sedimento colectadas en la Falla Transformante Pescadero (FTP), ubicada al
sur del Golfo de California (23°38.5" N, 108°23.6" O) a 2400 m.b.n.m., durante la
expedicion oceanografica a cargo del Monterey Bay Aquarium Research Institute a bordo
del buque oceanografico Western Flyer con ayuda del ROV Doc Ricketts. Todos los
aislados estan disponibles en la coleccion de cultivos del laboratorio C-121 del Instituto

de Biologia de la UNAM.

La seleccion de los microorganismos se realizo considerando los siguientes criterios: 1)
su alta tasa de recuperacion a partir de las muestras de sedimento; 2) la confirmacion in
vitro de la prevalencia de una interaccion ecoldgica de antagonismo; y 3) la co-ocurrencia
de los microorganismos en la misma muestra (Hernandez Monroy 2019). Con base en
esto, se seleccionaron dos micromicetes: Aspergillaceae sp. y Eurotiales sp., y la bacteria
Bacillus sp. para realizar los bioensayos de interaccion in vitro de la presente

investigacion (Figura 2).

Figura 2. Fotos de los organismos seleccionados para los bioensayos. En orden de izquierda a derecha:

Aspergillaeae sp., Eurotiales sp. 'y Bacillus sp.

7.2 Bioensayos de interaccion in vitro

Los experimentos se realizaron en cajas de Petri utilizando membranas de nylon con un
tamafio de poro de 0.45 pm (Nytran Maximum Strenght Plus, Schleicher & Schuell),
siguiendo el protocolo de Lange et al. (2014) con modificaciones. Esta técnica facilita la

recuperacion de biomasa libre de agar, lo cual optimiza el proceso de extraccion del RNA

17



(Sanchez-Rodriguez et al. 2008; Schumann, Smith, y Wang 2013; Lange, Miiller, y Peiter
2014). Las membranas fueron esterilizadas en huimedo, y posteriormente, secadas en
incubadora. En condiciones de esterilidad, cada una de ellas pasé por un enjuague de diez
minutos en etanol al 96%, seguido de cinco minutos en etanol al 70% para activarlas. A
continuacion, cada membrana se sumergid en medio Leach modificado hasta que se
observd permeabilidad. Finalmente, la membrana se meti6 por un segundo en otro
contenedor con medio Lech modificado para después depositarla en una caja Petri con
Agar Marino sélido (Difco, BD 212185), evitando la formacién de burbujas entre la
membrana y el medio. Las cajas con las membranas se secaron en campana de flujo
laminar durante cinco minutos o hasta no observar humedad, procurando que la

membrana no se deshidratara por completo.

Los bioensayos de interaccidon consistieron en inocular sobre la membrana de nylon al
hongo y a la bacteria a una distancia de aproximadamente 5 mm entre ellos. Como
condicion control se cultivd a cada uno de los organismos en monocultivo. Cada
bioensayo y condicion control se realizo por duplicado. Las membranas se inocularon
con un fragmento de agar de 1 cm? de micelio proveniente de la zona activa de
crecimiento de un cultivo anterior. La cepa bacteriana se inoculd directamente mediante
picado, utilizando una aguja de diseccién sumergida en solucion salina estéril (NaCl
0.7%) (Bric, Bostock, y Silverstone 1991; Hommes, Sayavedra-Soto, y Arp 1996). Los
cultivos se mantuvieron en condiciones de oscuridad total y a temperatura ambiente

durante el crecimiento (Figura suplementaria 1).

7.3 Extraccion y secuenciacion del RNA

La extraccion del RNA total se realiz6 tomando toda la biomasa del organismo en
monocultivo o de ambos organismos en co-cultivo en la fase exponencial media de
crecimiento (dia 7). Las muestras fueron congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido
y almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. El protocolo de extraccion utilizado fue
adaptado de Schumann et al. (2013). Cada muestra se molié en un mortero estéril con
nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino y fue transferido a un tubo Eppendorf estéril
en el cual se agreg6 1 ml de Trizol frio. La muestra se agitd en vortex hasta descongelarse
y se incubd por cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se le afiadieron

300 pl de cloroformo isoamil alcohol (24:1), se mezcl6 por diez segundos y se incubd a
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temperatura ambiente por tres minutos. A continuacion, las muestras se centrifugaron a
13,000 g por 15 minutos a 4°C y se repiti6 la adicion de cloroformo y el centrifugado. A
partir de estas muestras se tomo el sobrenadante y se transfiridé cada una a nuevos tubos
Eppendorf estériles. Para precipitar el RNA total se utilizaron 500 pl de isopropanol, se
agito lentamente de forma manual y se colocaron las muestras a -20°C por 20 minutos.
El RNA precipitado se centrifugé a 13,000 g por diez minutos a 4°C y se lavo el pellet
con 1 ml de etanol al 75% (utilizando agua DEPC). Posteriormente, se centrifugé a 8,000
g por cinco minutos y se decant6 el etanol, dejando secar el pellet a temperatura ambiente
por no mas de cinco minutos. Finalmente, el pellet obtenido se resuspendi6 en 50 pl de
agua DEPC estéril, se calentd 10 minutos a 65°C y se almacend a -80°C hasta la

secuenciacion.

El RNA total se secuenci6 a través del servicio comercial prestado por el Laboratorio de
Servicios Gendémicos del Laboratorio Nacional de Genomica para la Biodiversidad
(LANGEBIO, Irapuato). Se utilizo6 la plataforma de secuenciacion por sintesis de medio
rendimiento de Illumina Nextseq para generar lecturas PE (2 x 150 pb). Los kits utilizados
para la preparacion de las bibliotecas fueron Illumina Stranded mRNA Prep para los
monocultivos de hongos, e Illumina Stranded Total RNA Prep ligadura con Ribo-Zero
para el monocultivo de la bacteria y los co-cultivos de interaccion. De la secuenciacion,

se obtuvieron 4 réplicas técnicas de cada réplica bioldgica

7.4 Analisis bioinformaticos

7.4.1 Limpieza y filtros de calidad

El analisis bioinformatico se llevé a cabo en el cluster OMICA del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California (CICESE) (Figura 3).
Primero, la calidad de las lecturas obtenidas se verificé con el programa FastQC v. 0.11.9
(Wingett y Andrews 2018). Posteriormente, se realizo la limpieza y corte con
Trimmomatic v. 0.39 (Bolger, Lohse, y Usadel 2014) utilizando los parametros por
defecto (leading 3, trailing 3, sliding window 3:15, minlen 36), para obtener la mayor
cantidad de lecturas posibles para el ensamble y evitar un sesgo durante el ensamble
(Celaj et al. 2014; Shakya, Lo, y Chain 2019). A continuacion, los RNAs ribosomales se
identificaron y filtraron utilizando el programa Bowtie2 v. 2.3.3 (Langmead y Salzberg

2012), y una base de datos creada para el dominio Bacteria y el reino Fungi a partir de la
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base de datos de SILVA v. 138.1 NR99 (Quast et al. 2013). Posterior a la limpieza de las

lecturas, se verifico la presencia de adaptadores utilizando nuevamente FastQC.

7.4.2 Ensamble de novo

Se ensamblaron los transcriptomas de novo de los organismos utilizando el programa
Trinity v. 2.13.2 (Grabherr et al. 2011; Haas et al. 2013). Se utiliz6 Trinity debido a la
eficacia y calidad reportadas en literatura para ensamblar transcriptomas de hongos y
bacterias (Grabherr et al. 2011; Martin y Wang 2011; Shakya, Lo, y Chain 2019). Se
realizaron ensambles de novo en vez de un ensamble contra un genoma de referencia con
el objetivo de obtener una mejor calidad de ensamble. Se decidi6 hacerlo de esta forma,
ya que no poseemos el genoma de los organismos, y el uso de genomas de organismos
filogenéticamente lejanos podria suponer un sesgo en el ensamble y mapeo (Martin y
Wang 2011; Velez et al. 2015; Shakya, Lo, y Chain 2019). Cada uno de los ensambles se
construyd a partir de todas las réplicas biologicas y técnicas para cada organismo. Por lo
tanto, para el ensamble se juntaron las secuencias de todas las condiciones a comparar
(mono- y co-cultivo) de los tres organismos estudiados, obteniendo asi tres ensambles
(Figura 4). Los pardmetros de calidad del ensamble como la N50 y ExNS50, la
representacion de los transcritos en el ensamble, asi como la calidad de la anotacion

funcional se realizaron con los scripts proporcionados en el pipeline de Trinity.

7.4.3 Anotacion funcional

De cada ensamble se realiz6 la anotacion funcional. Para esto, primero se identificaron
los marcos abiertos de lectura utilizando el programa TransDecoder v. 5.5.0 (Haas et al.
2013). A continuacion, usando el software Blast (Blastx v. 2.3.0 y Blastp v. 2.3.0) se hizo
la busqueda por homologia para la identificacion de proteinas contra la base de datos
Swissprot v. 2022 01 (The UniProt Consortium 2023). Adicionalmente, con el objetivo
de identificar dominios conservados y sus posibles funciones se usé el programa Hmmer

v. 3.3.2 (“HMMER?” 2022) contra la base de datos Pfam v. 35.0 (Mistry et al. 2021).
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7.4.4 Cuantificacion de transcritos y analisis de expresion diferencial

La cuantificacion de las secuencias filtradas se realizo mapeando las lecturas contra el
ensamble correspondiente cada una de las condiciones y réplicas (bioldgicas y técnicas).
Para el mapeo se utilizo Bowtie2 y para la cuantificacion de los transcritos RSEM v. 1.3.3
(B. Li y Dewey 2011), siguiendo el pipeline de Trinity y normalizando con TMM
(Trimmed Mean of M-values). Posteriormente, se llevo a cabo el analisis de expresion
diferencial con las matrices obtenidas a partir del mapeo de cada réplica. El analisis se
ejecutd en el programa DESeq2 v. 3.15 (Love, Huber, y Anders 2014) a partir de los
valores normalizados de expresion por TMM Yy filtrando a partir de un FDR de 0.001 y
un foldchange de 4. De esta forma se obtuvieron los genes expresados diferencialmente
de forma significativa comparando la condicién en monocultivo y la condiciéon en co-
cultivo. Ademads, de los transcritos expresados diferencialmente se identificaron las
categorias de Gene Ontology (GO) por organismo en el co-cultivo. Cabe mencionar que,
en este trabajo el término “expresion diferencial” se referird particularmente a dicha
comparacion de los organismos en interaccion. Con el objetivo de identificar los
transcritos correspondientes a cada organismo interactuante, se filtré la base de datos
utilizando la plataforma de SQLite v. 3.31.1. Todos aquellos resultados que no fueron
identificados como el organismo evaluado se eliminaron a partir de la anotacion funcional
previamente realizada. Por ejemplo, si se evaluaba a un micromicete se eliminaban todos
aquellos transcritos identificados como bacteria. Finalmente, los resultados se
integraron con Trinotate v. 3 (Bryant et al. 2017) y para la visualizacion de los datos se

utilizé TrinotateWeb, Gene OntologyWeb y R v. 4.1.1 (“R Core Team” 2022).
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8. Resultados

8.1 Extraccidn y evaluacion de la calidad del RNA total
Las concentraciones del RNA total mostraron valores optimos entre 154 ng/ul y 1 097
ng/pl. La relacion 260/280 se mantuvo entre los valores de 1.83 y 2.23, mientras que la

relacién 260/230 tuvo un rango entre 0.96 y 2.14 (Tabla suplementaria 1).

8.2 Limpieza y filtros de calidad de las lecturas

El nimero de lecturas crudas totales obtenidas fue de 391 493 697, con una longitud de
alrededor de 150 pb. A partir de la secuenciacion se obtuvieron 4 réplicas técnicas (1-4)
de cada réplica bioldgica, correspondientes a las lineas del secuenciador (Tabla 1). La
cantidad de lecturas por réplica técnica oscilo entre 8 875 9331y 10 889 219 y. La calidad
de las lecturas sin filtrar en general se estableci6 arriba del Q15 con la presencia de

adaptadores (Figura suplementaria 3).

Tabla 1. Identificadores de los organismos y sus réplicas (bioldgicas y técnicas) en monocultivo y co-

cultivo, asi como las lecturas crudas y filtradas.

Organismos Réplicas biologicas Réplicas técnicas Lecturas crudas Lecturas filtradas
Bl 1 9811 089.00 8514 353.00
Bl 2 9474 256.00 8121 829.00
Bl
B1 3 9616 338.00 8290 780.00
Bl 4 9 608 540.00 8293 204.00
Bacillus sp.
B2 1 10 782 886.00 8 887 793.00
B2 2 10 432 583.00 8474 731.00
B2
B2 3 10 561 040.00 8 641 560.00
B2 4 10 639 477.00 8716 956.00
ABI1_1 10 889 219.00 5264 821.00
ABI1 2 10 228 969.00 4 887 006.00
ABI1
. ABI1 3 10 662 001.00 5118 792.00
Aspergillaceae sp. + -
Bacillus sp. ABI 4 10 409 563.00 5009 661.00
AB2 1 9287 468.00 4418 037.00
AB2
AB2 2 8 876 900.00 4168 250.00
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AB2 3

AB2 4

EBI 1

EBI 2
EBI

EBI 3

Eurotiales sp. + EBI1 4

Bacillus sp. EB2 1

EB2 2
EB2

EB2 3

EB2 4

Al 1l

Al 2
Al

Al 3

Al 4

Aspergillaceae sp.

A2 1

A2 2
A2

A2 3

A2 4

El

Eurotiales sp.

E2

9068 454.00

8 875 933.00

9585 619.00

9223 121.00

9370 019.00

9272 561.00

9 645 968.00

9328 188.00

9443 102.00

9489 511.00

9767 771.00

9767 771.00

9361 804.00

9 587 529.00

9479 757.00

10 409 248.00

10 002 990.00

10 213 289.00

10 116 889.00

10399 701.00

9963 790.00

10 208 662.00

10 059 758.00

9336 803.00

9160 333.00

9074 797.00

4286 352.00

4216 079.00

5140 596.00

4903 640.00

4989 300.00

4972 101.00

4 678 344.00

4479 955.00

4 548 356.00

4592 598.00

5703 752.00

5757 494.00

5457 074.00

5621 953.00

5664 317.00

6 791 602.00

6477 478.00

6 634 664.00

5542 976.00

5826 233.00

5458 635.00

5664 369.00

6124 941.00

5568 518.00

5412 293.00

5361 676.00

Después del filtrado de calidad se eliminaron 54 803 943 lecturas, de las cuales, se

descartd un promedio de 581 037 en las muestras que fueron preparadas con el kit

[llumina Stranded Total RNA Prep ligadura con Ribo-Zero, y un promedio de 2 553 691

en las muestras preparadas con el kit [llumina Stranded mRNA Prep. Posteriormente, en
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el filtrado de RNAs ribosomales se eliminé un total de 100 006 685 lecturas de rRNAs,
siendo las muestras en co-cultivo las que presentaron un mayor porcentaje de rRNAs
(67.9%) debido a que corresponden a las lecturas compartidas de hongos y bacterias

(Figura suplementaria 4).

Finalmente, el promedio de lecturas por réplica técnica filtrada fue de 5 917 077. Las
réplicas de Bacillus sp. en monocultivo (B1 y B2) presentaron el mayor numero de
lecturas por réplica, con un promedio de 8 492 651 lecturas (Tabla 1 y Figura

suplementaria 4). La calidad general de las lecturas limpias se mantuvo arriba del Q20.

8.3 Ensambles de novo de los transcriptomas y parametros de calidad

Los ensambles de novo se realizaron incluyendo el total de lecturas de cada organismo.
Es decir, las lecturas provenientes de los monocultivos y de los co-cultivos (considerando
las dos réplicas biologicas con sus respectivas cuatro réplicas técnicas cada una, ver Tabla
2). En total se obtuvieron tres ensambles, uno por cada organismo (Figura 4). Cabe
mencionar que los transcritos representados en los estadisticos de calidad corresponden
al ensamble de los organismos en monocultivo y co-cultivo juntos. Por lo tanto, no son
transcritos Unicos y corresponden a transcritos de hongo y bacteria. En la seccién de
resultados de expresion diferencial se describen los transcritos unicos filtrados por

organismo.

8.3.1 Ensamble de Aspergillaceae sp. (monocultivo + co-cultivo)

Se ensambl6 un total de 132 527 153 pb, representando el transcriptoma con mayor
longitud obtenido. En total se obtuvieron 34 852 transcritos con un %GC de 50.6. El
promedio de tamafio de los contigs fue de 3 802.6 pb (Tabla suplementaria 2). El
estadistico ExN50, que representa el porcentaje de los genes mas expresados a partir del
total de datos normalizados, y es considerado un mejor parametro que la N50, presento
el mayor nimero de genes en 91% (Ex91) con una longitud de 7 419 pb, mientras que la

E90NS50 correspondio6 a una longitud de 7 305 pb (Figura 5, linea amarilla).
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Figura 5. Estadistico ExN50, representando el porcentaje de los transcritos més expresados a partir del total de datos
normalizados de los ensambles de Aspergillaceae sp. (amarillo), Eurotiales sp. (azul) y Bacillus sp. (rosa). En la linea
punteada vertical se sefiala el 90% de los transcritos expresados representando el estadistico E9ON50. Los picos de

expresion de los tres ensambles se mantienen alrededor del 90%, demostrando una buena profundidad en la
secuenciacion.

8.3.2 Ensamble de Eurotiales sp. (monocultivo + co-cultivo)

Se ensamblé un total de 123 941 768 pb correspondientes a 27 261 transcritos con
un %GC de 50.6. El promedio de tamafo de contigs fue el mayor entre los tres ensambles,
con 4 546.49 pb (Tabla suplementaria 2). La EXN50 present6 el mayor numero de genes

en 96% (Ex96) con una longitud de 6 128 pb, la E9ON50 correspondi6 a una longitud de
6 029 pb (Figura 5, linea azul).

8.3.3 Ensamble de Bacillus sp. (monocultivo + co-cultivo)
Se ensamblaron un total de 122 510 579 pb, siendo el ensamble con menor nimero de

bases ensambladas y de tamafio promedio de los contigs (2 177.27 pb). No obstante, fue
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el ensamble con el mayor numero de transcritos 56 268 (Tabla suplementaria 2). El pico
del estadistico ExN50 (el mayor numero de genes) se presentd en 88% (Ex88), con una

longitud de 14 254 pb y una E9ON50 con una longitud de 12 222 pb (Figura 5, linea rosa).

8.4 Anotacion funcional y cuantificacion

En el ensamble de Aspergillaceae sp. se identificaron 67 393 posibles regiones
codificantes, para el ensamble de Eurotiales sp. 64 044 y para el ensamble Bacillus sp.
67 808. El ensamble de Bacillus sp. fue el que presentd el mayor nimero de regiones
codificantes ya que representa transcritos no unicos tanto de Bacillus sp. en monocultivo

como en co-cultivo (incluyendo transcritos fingicos que posteriormente fueron filtrados).

Posteriormente, se realiz6 la busqueda por homologia con Blastx contra la base de datos
de proteinas no redundantes UniProtKB/Swiss-Prot. En el caso del ensamble de
Aspergillaceae sp. se identificaron 31 477 transcritos anotados, del ensamble de
Eurotiales sp. fueron 23 661 y del ensamble de Bacillus sp. 43 605. Asimismo, se realizd
la busqueda por homologia con Blastp y UniProtKB/Swiss-Prot utilizando las proteinas
probables identificadas previamente identificadas con Transdecoder. En el ensamble de
Aspergillaceae sp. se identificaron 48 639 proteinas, con Eurotiales sp. 45 776 y con el
ensamble de Bacillus sp. 49 771. A continuacion, las proteinas previamente identificadas
fueron comparadas contra la base de datos PFAM para la busqueda de dominios
conservados que puedan sugerir una posible funcidon en nuestros transcritos. Se identificd
un total de 377 207 proteinas hipotéticas para el ensamble de Aspergillaceae sp; 362 589
para el de Eurotiales sp;y 377 511 para Bacillus sp.

Finalmente, las lecturas de cada condicién y sus respectivas réplicas fueron mapeadas
contra el ensamble correspondiente para cuantificar su abundancia. De esta forma, se
verificd que las lecturas se alinearan concordantemente con el ensamble, siendo otro
parametro de calidad. Las lecturas alineadas al ensamble de Bacillus sp. presentaron el

mayor porcentaje en comparacion con los otros ensambles (Figura suplementaria 5).

28



8.5 Analisis de expresion diferencial durante co-cultivo
A partir de la anotacion funcional todos los transcritos de la condicion en co-cultivo
fueron identificados. Por lo tanto, a continuacidn, se presentan los transcritos unicos

expresados diferencialmente correspondientes a cada organismo durante la interaccion.

8.5.1 Aspergillaceae sp. en interaccion con Bacillus sp.

En total se identificaron 1 041 genes expresados diferencialmente (Figura 6).
Aspergillaceae sp. fue el que tuvo un mayor numero de genes subexpresados en el co-
cultivo (529 genes). Estos resultados también corresponden a los encontrados con el
analisis de Gene Ontology, en el cual se aprecia que en la categoria de procesos biologicos
todas las clases, a excepcion de respuesta a estimulos y sefializacion, son subexpresadas
(Figura 7). A continuacion, se desglosan una seleccion de genes sobreexpresados con
importancia para la IHB (Figura 8, para mas detalles de cada gen ver la Tabla

Suplementaria 3).

Sobreexpresados Subexpresados
800
700
600
511 929
8 398
s
& 400 325
[0
o 264
=}
[}
=
2 200
25 31
0
Aspergillaceae sp. Eurotiales sp. en Bacillus sp. en Bacillus sp. en
en interaccién interaccion con interaccion con interaccion con
con Bacillus sp. Bacillus sp. Aspergillaceae sp. Eurotiales sp.

Figura 6. Genes expresados diferencialmente durante la interaccion hongo-bacteria

Entre los genes sobreexpresados diferencialmente se identificaron a los asociados a la
biosintesis de micotoxinas, tales como: aflatoxinas (atnM, curS2, artA y aflO),
fumagilinas (fmaA, fmaG, fmaF, fmaD, fmaB y psoF), satratoxinas (SAT4), citocalasina

(ccsA), tricotecenos (TRI10), y toxinas asesinas (subunidad alfa/beta). De igual forma,
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se presentd la sobreexpresion de genes asociados a metabolitos secundarios
antimicrobianos como: leucinostatinas (lcsT e IcsA), isocianuros (xanB, crmA, icsA,
icsB), el antifungico FR901469 (frbl) y proteinas burbuja (BUBL PENBR). Ademas, se
reconocieron genes asociados a patogenicidad (lap2 y SSD1), sintesis de péptidos no

ribosomales (NRPS5, traA y NRPS7) y sider6foros (mirB).

Durante la interaccion también se sobreexpresaron genes responsables de los
transportadores de membrana como: transportadores multidroga de tipo ABC (abcA,
abcB, abcE, abcH, abcl, ecdL, mdr2 y atrR), transportadores MFS (clz9, efuF, MFSI,
OpS2, oryC y prlL) y bombas de flujo (alnE y dotC). De igual forma se sobreexpresaron
los genes de transportadores de citrato (cexl), fosfato inorgénico (pho84 y pho-4) y
carbono (qutD y rco-3).

Entre los transcritos sobreexpresados durante la interaccion, se reconocio la presencia de
transcritos relacionados con respuestas a estrés por parte del hongo, entre las cuales se
encontraron: la respuesta a la ruptura de pared celular (lysM), la trehalasa acida (treA), el
blanco del complejo 2 de rapamicina (ste20), detoxificacion de formato (aciA), y

proteinas heat shock (hsp88).

En el caso de la pared celular se identificaron los componentes a respuesta de estrés e
integridad de la pared celular (WSC4 y WSC3), asi como exoquitinasas (chiAl) y genes
responsables para la sintesis de pared celular (fksA, chs7, exgB, gel2 y mok13). También
se reconocio la sobreexpresion de genes responsables del metabolismo de carbohidratos
(acuE y GPH1), lipidos (MT2 y TGL4), acidos grasos (FAS1), fosforo (PHO2), glucosa
(acuK y GAL4) y degradacion de celulosa (cel61a).
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Figura 8. Mapa de calor representando el z-score de los genes expresados diferencialmente de Aspergillaceae sp. en
co-cultivo con Bacillus sp. y en monocultivo. Se muestran una seleccion de genes relevantes de la interaccion y sus

categorias (ver Tabla Suplementaria 3 para mas informacién de cada categoria)
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8.5.2 Bacillus sp. en interaccion con Aspergillaceae sp.

En total 423 genes fueron expresados diferencialmente, de los cuales 398 fueron
sobreexpresados (Figura 6). El proceso celular fue la clase con mayor nimero de genes
sobreexpresados en la categoria de proceso bioldgico de GO con 25 genes (Figura 9). A
continuacion, se desglosan una seleccion de genes sobreexpresados con importancia para

la IHB (Figura 10, para mas detalles de cada gen ver la Tabla Suplementaria 4).

Entre los transcritos sobreexpresados se identificaron genes asociados a la biosintesis de
diferentes antimicrobianos como: tuberactinomicinas (vioD), granatacina (gra-orf6),
antraciclinas (dnrC), kanamicinas (kanlJ), tetraciclinas (oxyL), rifamicina (RAM_03320),
bialafos (bcpA), plipastatina (ppsB y ppsD) y toxinas (yenA2 y yenB). Al igual que genes
sobreexpresados asociados a patogenicidad (bphP y gac5). Ademas, se identificaron
genes para la resistencia a: metilenomicinas (mmr), puromicina, tosufloxacina,

norfloxacina (bmr3), bialafos (pat), lisozima (pgdA y BC_3618) y bacteriocinas (lysX).

Los genes relacionados con la formacion de endosporas tuvieron una marcada presencia
y sobreexpresion durante la interaccion, como: sspE, sspN, cgeA, cgeB, cotD, cotG, cotH
(ywrH), cotl (ytaA), cotM (yneL), cotR (yvdO), cotV, cotX, cotY, spsA y ykvP. No
obstante, también se detectaron transcritos asociados con la germinacion de endosporas:

GerE , GerT y gerKA.

Durante la interaccion Bacillus sp. sobreexpresaron genes relacionados a mecanismos en
respuesta a estrés como: la activacion de competencia bacteriana (Fnod 1586 y
Fjoh 4984), produccién de osmoprotectores (betA, betB, betC y codA), formacion de
tapetes microbianos (bcsA), mecanismos de detoxificacion (inhA), asimilacion de
peptidoglicano (Amuc 2136 y nagZ), asi como genes relacionados con estrés ambiental

(tapB) y proteinas de estrés (ydaD).
Cabe destacar que también se observo la sobreexpresion de multiples genes asociados al

metabolismo del arsénico (ywrK, acr3, arsB y arsM), de las ramnosas (rhmD, aldA, rhlG,

rhaM, yteR,yesR y ycbX), fosfato intracelular y azufre (yisZ y dszA).

33



(0D) A30101u( uan) © soRIPUOdsarInd 00130101q 059001d 9p ©1103038d B UD “dS av2opjj13.42dsy U0 UOTIORIANUI U “dS $717710Dg 9P JUIW[RIOUIJIP SOpesaIdxa souad so] op uoronqmsi| *6 eInsrg

sopesaldxagng = sopesaldxealqos

09 soulug]

(2005900 (9680500 (2518000

(250€200:09) ugezieyss  :09) edibgjoiq ugeINBay (611 1500:09) UQIOEZIEDOT QD) SO|NWISe e ejsandsey  :0D) ODI|0GEISL 0S9V0.d

(2866000
:09) Je|n|ad 0s8201d

‘ds apaon|jibiadsy + ds sn|jlobg

S¢

ol

Sl

0c

14

sauab ap osswnNN

34



|

-3 -2-1 0 1 2 8
Row Z-Score

Bacillus sp. Bacillus sp. + Aspergillaceae sp.
Monocultivo Co-cultivo

DNRC_STRPE
CPPM_STRHY
DHK2_STRVN
KANJ_STRKN
PPSB_BACSU
PPSD_BACSU
DMRMT_AMYMS
OXYL_STRRM
YENA2_YERET
YENB_YERET
CAMYS_STRVI
CGEA_BACSU
CGEB_BACSU
COTD_BACSU
COTG_BACSU
COTH_BACSU
COTI_BACSU
COTM_BACSU
COTR_BACSU
COTV_BACSU
COTX_BACSU
COTY_BACSU
SPSA_BACSU
SSPE_BACSU
SSPN_BACSU
YKVP_BACSU
GERE_BACSU
GERKA_BACSU
GERT_BACSU
INHA_PSEPU
GS39_BACSU
TAPB_PSEFR
CINAL_FERNB
CINAL_FLAJ1
H2136_AKKMS
NAGZ_BACSU
BCSA2_KOMSB
BETA_VIBVY
BETB_ACIAD
BETC_RHIME
CHOX_ARTGO
ALDA_ECOLI
PLH21_FORAG
PLH36_FORAG
RHGT1_BACSU
RHLG_PSEAE
RHMD_DELAS
URHG1_BACSU
URHG2_BACSU
ACR3_CORGL
ARSB_BACSU
ARSM_RHOPA
YWRK_BACSU
APRX_BACSU
KDSGA_PSEPU
PPAX_ALKHC
PPBH_PSEAB
CYSC2_BACSU
DSZA_RHOSG
BPHY_XANCS
GACS_PSESY
LYSX_MYCS2
PGDA3_BACCR
PGDAE_HELPG
MMR_BACSU
BMR3_BACSU
PAT_ALCFA

SOURIGO.DIWIUY

ejodsopug

$91359
e eysandsay

e|nojjadolq
ap ugeW.IOH

owsl||ogeIaA

SOUBIGOID|WIRUE
e ePUAISISAY

1
2
3
4

B1_
B1_.
B1_.
B1_.
B2_1
B2_2
B2_3
B2_4
BA1_1
BA1_2
BA1_3
BA1_4
BA2_1
BA2_2
BA2_3
BA2_4

Réplicas

Figura 10. Mapa de calor representando el z-score de los genes expresados diferencialmente de Bacillus sp. en co-
cultivo con Aspergillaceae sp. y en monocultivo. Se muestran una seleccion de genes relevantes en la interaccion y sus
categorias (ver Tabla Suplementaria 4 para mas informacién de cada categoria)
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8.5.3 Eurotiales sp. en interaccion con Bacillus sp.

Se identificaron 1 025 genes expresados diferencialmente, de estos 700 fueron
sobreexpresados (Figura 6). Los procesos celulares fueron la clase con mayor nimero de
genes sobreexpresados en la categoria de proceso bioldgico de GO, con 286 genes (Figura
11). A continuacion, se desglosan una seleccion de genes sobreexpresados con
importancia para la IHB (Figura 12, para mas detalles de cada gen ver la Tabla

Suplementaria 5).

Durante la interaccion se identificd la sobreexpresion de genes relacionados con
transportadores de membrana como: transportadores de tipo ABC (atrF, atrl, abcB, abcC,
abcF, abcH y mdr4), transportadores MFS (mfs1, mfsB, mfsC, MFS1, OpS1, atnC, mirC,
mdrA, OpS2, dbaD y DTR1), si como la bomba de flujo dotC y el transportador DTRI.
Ademas, se sobreexpresaron genes de transportadores de fosfato inorganico (PHO84 y
pho-4) y citrato (CEX1). También se registré la sobreexpresion de transcritos asociados
con la biosintesis de las micotoxinas: tricotecenos (TRI6) y gliotoxinas (glil, gliJ, gliP,
gliT, gliZ y gliA). Ademas, se pudo identificar genes relacionados con la biosintesis del
antibidtico xantolicina (xanA y xanC), el antifingico ricinoleato (FAH12 ). Ademas, se
registraron genes relacionados con la patogenicidad (AFUA 4G09580, GAS2, nadA,
ACE1, NRPS1y SSD1) y con sideroforos (sidC).

En Eurotiales sp. durante co-cultivo se observo la sobreexpresion de genes relacionados
a mecanismos en respuesta al estrés celular como: la respuesta a la ruptura de pared
celular (lysM), proteinas de tipo heatshock contra dafio proteico (hsp98), estrés ambiental
(pop3), detoxificacion por estrés oxidativo (PRX1), y precursores para la homeostasis
intracelular por exceso de calcio extracelular (RCH1) o por salinidad (USV1). Ademas,
se identifico la sobreexpresion de genes relacionados con reguladores de metabolismo
secundario (laeA), la gluconeogénesis (acuF, gbeA y glkA), aminodcidos poliaromaticos
(aroM) y el metabolismo de 4cidos grasos (FAS1). La remodelacion de pared celular tuvo
gran presencia entre los transcritos sobreexpresados a través de diferentes moléculas
como: endoquitinasas (chiAl, chiB y csnC), proteinas para la sintesis de pared celular
(MP1 y agsl), sintesis de quitina (CHS6, chsA, chsC, chsD y chsG) y para la estabilidad
de la pared celular (cfmA y cfmB). De igual forma, se sobreexpresaron genes
relacionados con la sintesis de tubulina (tubA y AFUA_7G00250).
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Figura 12. Mapa de calor representando el z-score de los genes expresados diferencialmente de Eurotiales sp. en co-
cultivo con Bacillus sp. y en monocultivo. Se muestran una seleccion de genes relevantes para la interaccion y sus
categorias (ver Tabla Suplementaria 4 para mas informacién de cada categoria)
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8.5.4 Bacillus sp. en interaccion con Eurotiales sp.

Se identificaron 295 genes expresados diferencialmente, de los cuales 264 fueron
sobreexpresados (Figura 6). El proceso metabdlico fue la clase con mayor numero de
genes sobreexpresados en la categoria de proceso biologico de GO (Figura 13). A
continuacion, se desglosan una seleccion de genes sobreexpresados con importancia para

la IHB (Figura 14, para mas detalles de cada gen ver la Tabla Suplementaria 6).

Durante la interaccion se presento una sobreexpresion de genes involucrados en la sintesis
de diferentes antibidticos como la granaticina (gra-orf6) y la subtilocina (albA). Ademas,
se sobreexpresaron genes relacionados con compuestos con rol en la patogenicidad como:
metaloproteasas extracelulares (prtl), endopeptidasa p60 (iap), exoquitinasas (chiOl). Asi
como transcritos relacionados con resistencia a antimicrobianos como: metilenomicinas
(mmr), bacteroicinas (lysX), peroxido de hidrégeno (katA), autoinductores (luxQ),
lisozima (pgdA), puromicina, tosufloxacina y norfloxacina (bmr3). De igual forma se
identifico la sobreexpresion de genes involucrados en mecanismos de estrés como:
biosintesis de osmoprotectores (betB, codA y betC), activacion de la competencia
bacteriana (yfkN), formacion de biopeliculas bacterianas (bcsA y blh), reciclaje de
peptidoglicano (nagZ), reparacion de DNA (gph y mug), detoxificacion de acidos oleicos
(sph), sistema toxina antitoxina (doc), detoxificacion de oOxido nitrico (hmp),

detoxificacion de organohaldgenos (hadL) y la proteina chaperona de heatshock Dnal .

Los transcritos relacionados con la formacion de endosporas mostraron una abundante
sobreexpresion durante la interaccion, entre los que se encuentran: cgeA, cgeB, cotD,
cotG, cotH, cotl, cotM, cotR, cotV, cotX, cotY, spoVK, spsA, sspN, asnO y ykvP. No
obstante, también se detectaron transcritos asociados con proteinas de germinacion GerE,
gerKA y GerT. Cabe recalcar, que también se identifico la sobreexpresion de multiples
genes asociados al metabolismo del arsénico (ywrK, arsB y arsM) y de las ramnosas (thlG
y ycbX). Ademas, se identifico la sobreexpresion de transcritos asociados con la
degradacion de: almidén, sulfoquinovosa, aminoacidos(asuS), nicotinato (nicC),
xenobioticos (tftE) y piridoxina (padhl). Al igual que sintesis de compuestos aromaticos
(mdIC). En general, se detecté un incremento en la expresion de transcritos asociados al
metabolismo de carbohidratos (xylD y xylT), 4cidos grasos (fabD), aminoécidos (proC)
y azufre (dszA, yisZ y ssuD).
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Figura 14. Mapa de calor representando el z-score de los genes expresados diferencialmente de Bacillus sp. en co-
cultivo con Eurotiales sp. y en monocultivo. Se muestran una seleccion de genes relevantes en la interaccion y sus
categorias (ver Tabla Suplementaria 5 para mas informacién de cada categoria)
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9. Discusion

En sistemas hidrotermales de mar profundo las interacciones microbianas promueven el
intercambio de materia organica entre los diferentes niveles troficos. Sin embargo, el
estudio de las IHB ha sido abarcado de forma somera, haciendo alusién a una posible
competencia entre estos grupos taxondémicos (Hernandez Monroy 2019; Espinosa-Asuar
et al. 2020; Velez et al. 2022). El presente trabajo evalud la respuesta y los mecanismos
de IHB en el co-cultivo de dos hongos (Aspergillaceae sp.y Eurotiales sp.) y una bacteria
(Bacillus sp.), previamente aislados del sistema hidrotermal de mar profundo de la Falla
Transformante Pescadero (Hernandez Monroy 2019). Los resultados de transcriptomica
comparada demuestran la prevalencia de interacciones de competencia entre hongos y
bacterias de este ecosistema extremo. Ademads, se logré describir los mecanismos de
interaccion y las respuestas transcripcionales de cada organismo durante la IHB,

presentados a detalle a continuacion.

9.1 Mecanismos de competencia microbiana en co-cultivo

9.1.1 Hongos: Aspergillaceae sp. y Eurotiales sp.

La produccion de antimicrobianos fue el principal mecanismo de competencia fungica
producido por parte de ambos hongos durante la interaccion con Bacillus sp.
Particularmente, se observo que Eurotiales sp. exhibid la sobreexpresion de transcritos
asociados a la ruta biosintética para la produccion de la micotoxina gliotoxina durante la
interaccion (Gardiner y Howlett 2005; Bok et al. 2006; Ye, Liu, et al. 2021). Estos
transcritos corresponden a factores de transcripcion, intermediarios y transportadores
transmembranales, lo que indica que esta micotoxina se produce y libera durante la

interaccion (Figura 15).

Las gliotoxinas son bacteriostaticos y antiflingicos, ya que producen especies reactivas
de oxigeno e inducen dafio al DNA (Waring y Beaver 1996; Johnson, Bruce, y Dutcher
2002; Schmidt etal. 2017; Zhu et al. 2020). Por lo tanto, su sobreexpresion puede
considerarse como un importante mecanismo de competencia de Eurotiales sp. al inhibir
el crecimiento de Bacillus sp. durante la interaccion. Ademas, la sintesis de esta

micotoxina se ha documentado previamente en aislados fingicos de ecosistemas de mar
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profundo (Ye, Li, et al. 2021). Por ello, la produccién de esta micotoxina y su amplio
espectro de accidon antimicrobiano confiere una ventaja adaptativa a Eurotiales sp. en las

ventilas frente a la competencia fungica y bacteriana.
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Figura 15. Ruta biosintética de gliotoxinas. En los cuadros punteados se sefialan los genes sobreexpresados

durante la interaccion de Aspergillaceae sp. y Bacillus sp.
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Por su parte, Aspergillaceae sobreexpresé transcritos asociados al inicio y a la mitad de
la biosintesis de la micotoxina fumagilina en el co-cultivo. Esto indica que la ruta
metabodlica se inicia, pero aparentemente, no se completa llegando Unicamente al
precursor de la fumagilina (5-Ceto fumagilol) (Figura 16) (Lin et al. 2013; Guruceaga
et al. 2019). Por lo tanto, su biosintesis puede estar siendo inhibida por parte de Bacillus
sp. (Hathout y Aly 2014). La identificacion de cinco de los ocho genes asociados a la ruta
biosintética de la fumagilina sugiere una alta probabilidad de que su biosintesis se esté
llevando a cabo y sea interrumpida (Yu et al. 2004; Dhingra et al. 2013; Guruceaga et al.

2019). Estudios in vitro adicionales son necesarios para corroborar su inhibicion.

La fumagillina es un potente antifingico que inhibe la sintesis de proteinas al inactivar la
metionina aminopeptidasa (enzima proteolitica que regula la post-transcripcion)
(McCowen, Callender, y Lawlis 1951; Jaronski 1972; Ibarra et al. 2018; Guruceaga et al.
2019). Por lo tanto, si se llegara a completar su biosintesis puede considerarse como un
mecanismo constitutivo de competencia fungica (en respuesta al co-cultivo) debido a la
abundante competencia que se ha reportado anteriormente en las ventilas de mar profundo

(Hernandez Monroy 2019; Keeler et al. 2021).

También se identificaron transcritos para la produccion de otras micotoxinas en
Aspergillaceae sp.: aflatoxinas, tricotecenos, citocalasina, satratoxinas, leucinostatinas y
toxinas asesinas; y en FEurotiales sp.: tricotecenos. Sin embargo, no se observaron
transcritos representativos de toda la ruta que apunten a la obtencion del producto final
(Mikami et al. 1984; Bennett y Klich 2003; Yu etal. 2004; G. Wang etal. 2016;
Venkatesh y Keller 2019; Caceres et al. 2020). Por lo tanto, la sobreexpresion de solo dos
o tres transcritos del inicio de la ruta sugiere que 1) Bacillus sp. produce moléculas que
inhiban la expresion de genes rio debajo de la ruta metabolica (Ghanbari et al. 2018), o
2) las moléculas intermediarias son biotransformadas por parte de Bacillus sp. como un
mecanismo de detoxificacion ante una interaccion de competencia (Hathout y Aly 2014).
Multiples estudios han descrito el potencial del género Bacillus en la degradacion de
micotoxinas como: zearalenona (Gonzalez Pereyra et al. 2020), ocratoxina A (L. Wang
et al. 2022) y aflatoxinas (Farzaneh et al. 2012). Por lo tanto, es probable que alguno de
estos dos mecanismos de defensa se esté llevando a cabo por parte de la bacteria. Sin

embargo, al igual que la fumagilina, estudios in vitro adicionales son necesarios para
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corroborar que Bacillus sp. inhibe la sobreexpresion de genes relacionadas con la ruta

metabolica o que estas moléculas estan siendo biotransformadas.
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Figura 16. Ruta biosintética de la fumagilina. En los cuadros punteados se sefialan los genes

sobreexpresados durante la interaccion de Eurotiales sp. 'y Bacillus sp.
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Entre los mecanismos de competencia antimicrobianos, la produccioén de isocianuros fue
notable, destacando miembros del grupo de genes biosintéticos de la xantocilina en
Eurotiales sp. (xanA y xanC) y Aspergillaceae sp. (crmA, icsA, icsB y xanB). Las
xantocilinas son potentes antimicrobianos que disrumpen la correcta funcion de los
grupos hemo, ocasionado la formacion de especies reactivas de oxigeno y el descontrol
en funciones bioldgicas relacionadas con: la unidon al oxigeno, metabolismo y
transferencia de electrones (Lim et al. 2018; Hiibner et al. 2021; West y Woo 2021). Por
lo tanto, son un excelente mecanismo de competencia microbiana. Ademas, la xantocilina
previamente se ha aislado e identificado en hongos de mar profundo (Shang et al. 2012).
Esto sugiere que la produccion de este antimicrobiano es un mecanismo de competencia

recurrentemente usado por organismos fingicos en ecosistemas de mar profundo.

El efecto de las xantocilinas se identificd en Bacillus sp. a partir de la disrupcion del
metabolismo de las hemoproteinas durante la interaccién con ambos hongos. Por ejemplo,
se denoto la sobreexpresion de los genes para la produccion de: flavo-hemoproteinas, del
simportador de glutamato gltT y de los receptores dependientes de TonB. Esto ha sido
previamente reportado como consecuencia de la xantocilina en bacterias (Hiibner et al.
2021). Estos resultados demuestran que la xantocilina efectivamente estd inhibiendo a
Bacillus sp. durante el co-cultivo, siendo asi, un mecanismo de competencia efectivo de

estos hongos de mar profundo contra Bacillus sp.

Ademas de las micotoxinas, también se detectaron otros antifungicos como el ricinoleato
y el antifingico FR901469. Ambos compuestos son efectivos inhibidores del crecimiento
de levaduras y hongos filamentosos (Fujie et al. 2000; Reddy, Ravinder, y Kanjilal 2012;
Yasari et al. 2021). Durante la [HB este mecanismo no es util. Sin embargo, parece ser
una respuesta constitutiva al estrés del co-cultivo, como consecuencia de la abundante

competencia entre hongos en las ventilas.

Otros metabolitos secundarios que participaron durante la IHB fueron las proteinas
antimicrobianas como, por ejemplo, las proteinas burbuja. El andlisis del transcriptoma
reveld que Aspergillaceae sp. sobreexpresoé transcritos para la biosintesis de éstas durante
el co-cultivo. Su sobreexpresion, al igual que los antifingicos y micotoxinas,
aparentemente es un mecanismo en respuesta al estrés por el co-cultivo que no afecta a

Bacillus sp., dado que su efecto antimicrobiano solo se ha reportado en hongos como
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Candida albicans (Seibold et al. 2011; P. M. Silva, Gongalves, y Santos 2014). Sin
embargo, es importante recalcar que estos péptidos exhiben una alta estabilidad frente al
estrés ambiental (Seibold et al. 2011), siendo aptas para su biosintesis en ecosistemas
extremos como las ventilas y, probablemente, participan como un mecanismo de defensa

en interacciones ecologicas de antagonismo o competencia fingica.

Uno de los principales mecanismos de defensa observado durante el co-cultivo fue la
detoxificacion frente a antibidticos o antifungicos a través de transportadores
transmembranales multidroga de tipo ABC y MFS. En el presente trabajo Eurotiales sp.
y Aspergillaceae sp. sobreexpresaron genes relacionados a este tipo de transportadores
durante la interaccidn, entre los cuales se identificaron principalmente los asociados a la
tolerancia de azoles, potentes antifingicos de amplio espectro que inhiben la sintesis de
ergosterol (principal componente de la membrana fingica) (Da Silva Ferreira et al. 2005;
Ruiz-Camps y Cuenca-Estrella 2009; Andes y Dismukes 2011; Lopez-Avila et al. 2016).
La sobrexpresion de estos transportadores, por parte de ambos hongos, indica un
mecanismo de defensa ante una persistente competencia fungica mediada por azoles en
las ventilas (Tobin, Peery, y Skatrud 1997; Ghannoum y Rice 1999). Adicionalmente,
Aspergillaceae sp. exhibid la sobreexpresion de genes relacionados con la resistencia a
las equinocandinas (otro potente antifungico) (Cacho et al. 2012; Bills et al. 2014; Hiittel
et al. 2016). Por lo tanto, la sobreexpresion de estos transportadores, durante el co-cultivo,
sugiere la adaptacion de mecanismos de defensa ante la abundante presencia de

antifingicos en la Falla Transformante Pescadero.

En términos evolutivos, la presencia y sobreexpresion de mecanismos de competencia
con un alto costo energético, como los antes vistos (transportadores multidroga y la
sintesis constitutiva de antifingicos), indica una fuerte presion para su seleccion y una
ventaja ecoldgica (Cowen 2008). Por ejemplo, se ha comprobado que la expresion de
genes relacionados con la resistencia al antifungico fluconazol en Candida albicans
incrementa su adecuacion ecoldgica en presencia y ausencia del antifungico (Cowen et al.
2000; Cowen, Kohn, y Anderson 2001). Por lo tanto, se puede hipotetizar que la
presencia de mecanismos de competencia y detoxificacion en Aspergillaceae sp. y
Eurotiales sp. se debe a que, en ventilas de mar profundo, las interacciones de

competencia y antagonismo prevalecen en la comunidad fingica. En consecuencia, estos
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mecanismos proporcionan una ventaja adaptativa y se sobreexpresan constitutivamente

en respuesta a un competidor.

9.1.2 Bacteria: Bacillus sp.

La produccién de compuestos que afectan la pared y membrana celular fingica fue uno
de los mecanismos de competencia usados por Bacillus sp. en interaccion. Por ejemplo,
durante la interaccidon con Aspergillaceae sp. se present6 la sobreexpresion de genes para
la sintesis de plipastatina y bacteriocinas endoquitinasas. La plipastatina, es un
lipopéptido que inhibe a la fosfolipasa A, uno de los mayores componentes de las
membranas celulares, lo que estaria impidiendo aparentemente el crecimiento del hongo
(Yamada et al. 1990; Tsuge, Ano, y Shoda 1996; Gong et al. 2015; Cawoy et al. 2015;
Harwood et al. 2018; Y. Hu et al. 2018; Munakata et al. 2022). Las endoquitinasas se
unen y rompen aleatoriamente al enlace glucosidico de la quitina, uno de los principales
componentes de la pared celular fungica (Bhattacharya, Nagpure, y Gupta 2007; Hurst
et al. 2011; Merzendorfer 2011; Landsberg et al. 2011; Rathore y Gupta 2015; Jankiewicz
y Swiontek-Brzezinska 2016). Por lo tanto, la accion conjunta de plipastatina y
bacteriocinas en la interaccion de Bacillus sp. con Aspergillaceae sp. puede estar

inhibiendo el crecimiento y ejerciendo dafio a la pared y membrana celular del hongo.

La respuesta de ambos hongos a compuestos que ejercen dafio en la pared y membrana
fungica se vio reflejada por la sobreexpresion de transcritos asociados a la biosintesis de
la pared celular. Ademas, se detecto la sobreexpresion del gen LysM, el cual se ha descrito
como un mecanismo de defensa frente a dafio de la pared celular fingica durante un
parasitismo mediado por quitinasas (LysM secuestra oligosacéridos de quitina liberados
durante la ruptura de la pared fungica) (de Jonge y Thomma 2009; Gow, Latge, y Munro
2017). Estos resultados demuestran que los metabolitos producidos por Bacillus sp. estan
danando la pared celular fungica, lo cual esta siendo detectado por el hongo como un

parasitismo y responde con una rapida remodelacion de ésta.

La produccion de antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas también fue un
mecanismo de competencia que Bacillus sp. presentd durante la interaccion con ambos
hongos. Los transcritos sobreexpresados revelaron la sintesis de 1) antimicrobianos con
efecto en hongos y bacterias, por ejemplo: rifamicina (McMillian et al. 1977; Medoff

1983; J. Xu, Mahmud, y Floss 2003; Floss y Yu 2005; Adams et al. 2021), bialafos
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(Murakami et al. 1986; Avalos, Geever, y Case 1989; Thompson y Seto 1995; C.-A. Liu
et al. 1998) y antraciclina; y 2) bactericidas como: granaticina, kanamicina y tetraciclina.
Estos antimicrobianos pueden tener un papel fundamental durante la IHB al inhibir el
crecimiento fungico, ademas de ser mecanismos constitutivos de competencia bacteriana.
No obstante, los transcritos recuperados solo representan una parte de la ruta biosintética
(reguladores o intermediarios), por lo que no se puede asegurar su biosintesis y liberacion
durante la interaccion. Estudios in vitro adicionales son necesarios para confirmar la

biosintesis del amplio arsenal de antimicrobianos que puede secretar Bacillus sp.

Otro mecanismo de competencia en ambas interacciones fue la metilacion de arsenito. En
bacterias, se ha descrito que la metilacion del arsenito As (III) a metil arseniato (III) es
un mecanismo de competencia, ya que la forma metilada es mas citotdxica (Achour-
Rokbani et al. 2010; Ben Fekih et al. 2018; J. Chen y Rosen 2020). La induccion de esta
ruta s6lo se ha reportado en presencia de arsénico (Qin et al. 2006; Ben Fekih et al. 2018;
Jia et al. 2019; Nadar et al. 2019); sin embargo, el medio marino utilizado en este estudio
no contiene arsénico o derivados que promuevan la expresion de esta ruta metabolica.
Por lo tanto, a partir de estos resultados se puede inferir que la sobreexpresion es inducida
por la IHB. Esto sugiere que Bacillus sp., participa en el ciclo biogeoquimico del arsénico
en las ventilas (un ecosistema abundante en este elemento) como mecanismo de
competencia metilando el arsenito a metil arseniato (III) durante la interaccion. Por lo
tanto, el metil arseniato es otro compuesto antifingico que participa como mecanismo de

competencia durante la interaccion.

La produccion de biopelicula bacteriana fue uno de los mecanismos de proteccion usado
por Bacillus sp. durante la interaccion con ambos hongos. Las biopeliculas bacterianas se
han reportado como importantes osmoprotectores frente al estrés osmotico (Kapthammer
et al. 2005; Van Acker, Van Dijck, y Coenye 2014). Ademas, durante las IHB estas
biopeliculas le sirven a la bacteria para evitar el dafio a antibidticos (Van Acker, Van
Dijck, y Coenye 2014). La sobreexpresion de genes relacionados al metabolismo del
osmoprotector glicina betaina (Kapthammer et al. 2005; Nau-Wagner et al. 2012; Wargo
2013) y de ramnosas (Campos-Garcia et al. 1998; Lang y Wullbrandt 1999; Giraud y
Naismith 2000; Yadav et al. 2010; Dobler et al. 2016; Mistou, Sutcliffe, y van Sorge
2016), asi como de autoinductores de quorum sensing y genes sensores de estrés abidtico,

evidencian la formacion de biopeliculas como un mecanismo de proteccion (Shank et al.
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2011; Van Acker, Van Dijck, y Coenye 2014; Rabin et al. 2015; Arnaouteli et al. 2021).
Sin embargo, la produccion de antimicrobianos y de metabolitos secundarios que rompen
la pared celular sugiere que la formacion de biopelicula también es un mecanismo de
competencia que permite a la bacteria adherirse a las hifas y ejercer dafio al hongo
(Leveau y Preston 2008; Steffan, Venkatesh, y Keller 2020). Por lo tanto, la formacion
de biopeliculas por Bacillus sp. tiene el propdsito de proteccion, pero también funciona

como mecanismo de competencia.

Cabe mencionar que la produccién de biopelicula bacteriana fue detectada como un
mecanismo de patogenicidad por parte de Eurotiales sp., el cual respondié con la
liberacion de gliotoxinas. Estudios previos han demostrado que la biosintesis de
gliotoxinas se ha visto inducida en presencia de lipopolisacaridos y peptidoglicano
bacterianos presentes en biopeliculas (Carberry et al. 2012; Svahn et al. 2014). Esto
demuestra que la produccién de estas micotoxinas por Eurotiales sp. también es un

mecanismo de competencia inducido por la interaccion.

A su vez, las gliotoxinas ejercieron dano al DNA de Bacillus sp. durante la interaccion,
el cual se pudo identificar por la sobreexpresion de genes de reparacion de dafio al DNA
(Zgur-Bertok 2013). Ademas, se observéd una disminucién de transcritos en el
metabolismo celular y metabolico en Bacillus sp. durante la interaccion (Figura 13). Esto
sugiere que: 1) la gliotoxina es un metabolito secundario con un rol fundamental en la
interaccion al inhibir a Bacillus sp. y 2) los diferentes mecanismos de ataque y proteccion

por parte de ambos organismos demuestran un proceso de co-evolucion en esta IHB.

Uno de los mecanismos de defensa observados en Bacillus sp. fue la sobreexpresion de
transcritos que codifican para la biosintesis de las diferentes capas de la endospora,
durante la interaccién con ambos hongos (Figura 17). Usualmente, la produccion de
endosporas del género Bacillus estd ligada a la falta de nutrientes, produccion de
antibidticos, produccion de biopeliculas, o al estrés ambiental (como condiciones
extremas de pH y temperatura) (H. Liu et al. 2004; Kim y Schumann 2009; McKenney,
Driks, y Eichenberger 2013; Stewart 2015; Secaira-Morocho, Castillo, y Driks 2020;
Beskrovnaya et al. 2021). Los resultados obtenidos apuntan a que durante la interaccion

se sobreexpresaron genes asociados a la sintesis de biopelicula bacteriana, estrés
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ambiental y antibioticos, sugiriendo que estos mecanismos estan modulando la formacion

de la endospora.
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Sin embargo, también se identificaron transcritos asociados a la germinacion de
endosporas durante la interaccién con ambos hongos (la cual se da bajo condiciones
ambientales aptas y con acceso a nutrientes) (Stein 2005; Higgins y Dworkin 2012;
Cangiano et al. 2014). Anteriormente, se ha reportado que la estratificacion de la colonia
bacteriana evita el acceso homogéneo a las fuentes de nutrientes para todas las células y
promueve la formaciéon de endosporas, canibalismo bacteriano y la subsecuente
germinacion de éstas en la colonia (Nadell, Xavier, y Foster 2009; Dworkin y Shah 2010;
Shank et al. 2011; Serra y Hengge 2014; Arnaouteli et al. 2021). Por lo tanto, nuestros
resultados indican que la formacion de biopelicula bacteriana, producida por la IHB,
promueve la estratificacion en la colonia y modula la produccion y germinacion de la

endospora.

9.1.3 Micofagia
Los resultados conjuntos de sobreexpresion de transcritos que regulan la produccion de

biopelicula, adhesion y produccion de antifiingicos, sugieren que Bacillus sp. lleva a cabo
una interaccion de micofagia hacia Aspergillaceae sp. 'y Eurotiales sp. (Leveau y Preston
2008) (Figura 18). En esta interaccion directa, Bacillus sp. se adhiere a las hifas con el
uso de biopeliculas y secreta compuestos que dafian la integridad de la hifa. Ademas, se
observa una sobreexpresion de transcritos asociados a la degradacion de almidon, acidos
grasos y aminodcidos. Esto apunta a una posible integracion del contenido celular del

hongo a la bacteria.

Ante la micofagia, ambos hongos responden con la remodelacion de la pared celular, la
liberacion de compuestos antimicrobianos y la sobreexpresion de transcritos asociados a
la patogenicidad. Aparentemente, la respuesta ante la micofagia es la misma, sin embargo,
en Aspergillaceae sp. se presentan un mayor nimero de transcritos subexpresados en el
metabolismo primario y en los procesos celulares a diferencia de Eurotiales sp. (Figura 6
y 7). Esta marcada diferencia puede ser resultado de la eficacia de los bactericidas
utilizados por cada hongo. Por ejemplo, el uso de las gliotoxinas por parte de Eurotiales
sp. aparentemente es un bacteriostatico que ejerce un importante dafio al DNA bacteriano

(Svahn et al. 2014; Ye, Liu, et al. 2021).

Por parte de Bacillus sp. también se observo una diferencia en los compuestos

antifingicos utilizados para ejercer dafo a la hifa. Durante la interaccion con

52



Aspergillaceae sp. se identifico la accion conjunta de plipastatina y endoquitinasas,
mientras que con Eurotiales sp. s6lo se sintetizaron proteasas (J.-W. Wu y Chen 2011).
Esto demuestra que existe una respuesta diferencial en la produccién de antimicrobianos

dependiendo del genotipo interactuante (Mitri y Richard Foster 2013).

Cabe mencionar que, la micofagia puede ser un importante mecanismo que permita la
liberacion de materia organica y modifique la estructura de la comunidad microbiana en
sistemas hidrotermales de mar profundo. Estudios previos de diversidad en la Falla
Transformante Pescadero han denotado que la alta diversidad bacteriana (Espinosa-Asuar
et al. 2020) y baja diversidad fungica (Velez et al. 2022) (en comparacién con sistemas
adyacentes) corresponden a una posible competencia entre estos taxones. Nuestros
resultados explican este patron de la diversidad a través de la micofagia bacteriana, en la
cual las bacterias modifican la diversidad de la comunidad fungica, al consumir a los

organismos que no poseen mecanismos eficientes de competencia y defensa.

Ademas, como se menciond previamente, estos resultados sugieren que los organismos
evaluados presentan adaptaciones para incorporar elementos abundantes en el
ecosistema, como el arsénico, a sus mecanismos de competencia. Por ejemplo, Bacillus
sp. participa en el ciclo biogeoquimico del arsénico utilizando al metil arseniato como
metabolito secundario citotéxico (J. Chen y Rosen 2020). Estos resultados demuestran la
importancia de las IHB en la comunidad heterdtrofa microbiana de ventilas hidrotermales

de mar profundo.
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10. Conclusiones

En este estudio, el uso de técnicas de co-cultivo in vitro y de transcriptomica comparada
permitié comprobar los mecanismos de interaccion en co-cultivo entre micromicetes y
bacterias heterotrofas aisladas de sedimento de ventilas hidrotermales de mar profundo.
Los datos analizados sugieren que la micofagia es utilizada por Bacillus sp., una bacteria
heterétrofa, como un mecanismo para la obtencion de nutrientes. Para llevar a cabo esta
interaccion, la formacion de biopeliculas y produccion de antifingicos por parte de
Bacillus sp. fungen un papel fundamental en la lisis celular de las hifas y la liberacion del
contenido celular. Ante la micofagia, ambos genotipos fingicos (4Aspergillaceae sp. y
Eurotiales sp.) respondieron de forma similar con la remodelacion de la pared celular y
produccidon de antimicrobianos. No obstante, los antimicrobianos producidos fueron
diferentes en cada genotipo. Asimismo, se comprobd que entre ambos tipos de hongos
existen interacciones de antagonismo y competencia debido a la produccion constitutiva
de micotoxinas y resistencia multidroga exclusivos de hongos. De esta forma, este trabajo
evidencia la importancia de diferentes enfoques para entender los procesos fisiologicos y

mecanismos de [HB de ventilas hidrotermales.

11. Perspectivas

El presente trabajo sienta las bases para el entendimiento de las interacciones entre
miembros de la comunidad microbiana en ecosistemas extremos de mar profundo como
lo son las ventilas hidrotermales. Nuestros resultados confirmaron inferencias previas
sobre la prevalencia de interacciones antagonicas en este ecosistema. Particularmente, se
recuperaron transcritos asociados con la expresion de genes biosintéticos de micotoxinas.
Sin embargo, unicamente se detectaron transcritos asociados al inicio de estas rutas,
permaneciendo dudosa su terminacion. Esto podria estar dado por dos fendémenos
independientes: el primero se relaciona con la inhibicion bacteriana de las rutas
biosintéticas; mientras que el segundo implica la biotransformacion de moléculas
intermediarias. Es por ello, que el estudio detallado de estos fendmenos en las
interacciones entre hongos y bacterias en ventilas hidrotermales de mar profundo es
necesario para dilucidar la relevancia de rutas biosintéticas de metabolitos secundarios
como las micotoxinas.
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13. Material suplementario

Figura suplementaria 1. Co-cultivos hongo-bacteria de: a) Aspergillaceae sp. + Bacillus sp. y b)

Eurotiales sp. + Bacillus sp.

M W1 W2 11 12 Bl B2 WBI1 WB2IBI IB2

Figura suplementaria 2. Gel de electroforesis de agarosa del RNA total. Se muestran ambas réplicas
bioldgicas en monocultivo de Aspergillaceae sp. (W1, W2) Eurotiales sp. (11, 12) y Bacillus sp. (Bl y B2)
y en co-cultivo Aspergillaceae sp. + Bacillus sp. (WB1, WB2) Eurotiales sp. + Bacillus sp. (IB1, IB2). El

marcador de peso molecular (M).
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Figura suplementaria 3. Visualizacion de calidad general de las lecturas crudas (software FastQC)

obtenidas por la plataforma de secuenciacion Illumina Nextseq: a) lecturas directas y b) lecturas reversas.

76



>
&
Réplicas

0

15,000,000
10,000,000
5,000,000

SBINjo8| 8p oIBWNN

Figura suplementaria 4. Numero total de lecturas de las diferentes réplicas bioldgicas y técnicas (ver
Tabla 2 para identificacion de réplicas) de Aspergillaceae sp. (A), Eurotiales sp. (E) y Bacillus sp. (B) en
monocultivo y co-cultivo. En rosa se representan las lecturas de rRNA eliminadas, en amarillo las lecturas

eliminadas por los filtros de calidad, y en azul las lecturas filtradas.
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Figura suplementaria 5. Porcentaje de alineacion al ensamble por réplica técnica de las lecturas. En azul
se muestran las lecturas de las réplicas técnicas alineadas al ensamble de Eurotiales sp., en amarillo las de

ensamble de Aspergillaceae sp. y en rosa las del ensamble de Bacillus sp.

78



Tabla suplementaria 1. Valores de concentracion del RNA total y relaciones de absorbancia 260/280 y
260/230 de las réplicas bioldgicas en monocultivo de Aspergillaceae sp. (Al, A2) Eurotiales sp. (E1,
E2) y Bacillus sp. (Bl y B2) y en co-cultivo Aspergillaceae sp. + Bacillus sp. (AB1, AB2) Eurotiales sp.
+ Bacillus sp. (EB1, EB2).

Réplicas biologicas Concentracion ng/pl 260/280 260/230
Al | 254.9 | 2.20 | 2.03
A2 716.6 221 1.75
El 1096.8 223 1.77
E2 154.1 2.18 1.94
Bl 204.3 1.88 0.96
B2 352.2 2.17 1.67

ABI1 169.4 2.15 2.14
AB2 220.4 2.18 1.36
EB1 344.9 1.94 1.54
EB2 587.3 1.83 1.7
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Tabla suplementaria 2. Estadisticos de calidad de los ensambles obtenidos por Trinity. Los transcritos
representados en los estadisticos de calidad corresponden al ensamble de los organismos en monocultivo
y co-cultivo juntos. Por lo tanto, no son transcritos inicos y corresponden a transcritos de hongo y bacteria.

De igual forma no representan la calidad de los transcriptomas de los organismos en mono-cultivo.

Numero de Promedio de Total de bases
Ensamble %GC Ns50 ) )
transcritos longitud del contig ensambladas
Aspergillaceae sp.
co-cultivo + 34 852 50.58 6717 3 802.57 132 527 153
monocultivo
Eurotiales sp. co-
cultivo + 27261 50.59 8 049 4 546.49 123 941 768
monocultivo
Bacillus sp. co-
cultivo + 56 268 50.52 3723 2177.27 122 510 579

monocultivo

N50: Estadistico que define que al menos la mitad de todas las bases ensambladas estan en contigs de al
menos el valor de longitud de la N50. Los desarrolladores de Trinity proponen que en el transcriptoma una
mejor medida para evaluar la calidad de los ensambles es la ExXN50, que representa el porcentaje de los
genes mas expresados a partir del total de datos normalizados (Grabherr et al. 2011; Haas et al. 2013). Por

lo tanto, en este estudio se prefiri6 usar el estadistico EXN50 para evaluar la calidad de los ensambles.
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Tabla suplementaria 3. Seleccion de genes sobreexpresados de Aspergillaceae sp. durante la interaccion

con Bacillus sp.

Identificador

Categoria Subcategoria Gen UNIPROT Proteina (UNIPROT) pvalue
Antifangico FR901469 frbl FRBI_BLOBI FR901469 synthetase 0.00000000
crmA CRMA_ASPFU Isocyanide synthase-NRPS hybrid crmA 0.00000000
- . . . icsA ICSA_ASPFU Isocyanide synthase A 0.00003047
Antimicrobiano Isocianuro (xantocilina) icsB ICSB ASPFU  Isocyanide synthase B 0.00000217
xanB XANB_ASPFU Isocyanide synthase xanB 0.00000006
Proteina burbuja - BUBL_PENBR Bubble protein 0.00000053
Exoquitinasa chiAl CHIA1_ASPFM  Endochitinase Al 0.00000000
Integridad y estrés de la pared WSC3 WSC3_YEAST Cell wall integrity and stress response component 3 0.00000012
celular . .
Estabilidad y WSC4 ‘WSC4_YEAST Cell wall integrity and stress response component 4 0.00000004
pared celular fksA FKS1_ASPNC 1,3-beta-glucan synthase component FKS1 0.00000010
chs7 CHS7_ASPFU Chitin synthase export chaperone 0.00000029
Sintesis pared celular exgB EXGB_NEOFI Probable glucan endo-1,6-beta-glucosidase B 0.00016951
gel2 GEL2_ASPFU 1,3-beta-glucanosyltransferase gel2 0.00000000
mok13 MOKI13_SCHPO  Cell wall alpha-1,3-glucan synthase mok13 0.00000637
Detoxificacion aciA FDH_EMENI Formate dehydrogenase 0.00000000
Estrés metabolico treA TREA_EMENI Acid trehalase 0.00000000
Proteina heatshock hsp88 HSP88_NEUCR  Heat shock protein hsp88 0.00000443
Respuestaa estrés - Regulador CCI_UIar a respuestas ste20 RICTR_SCHPO  Target of rapamycin complex 2 subunit ste20 0.00000910
ambientales
Respuesta ‘“;‘;:; aruptura de - LYSMI_ARTBC  LysM domain-containing protein ARB_05157 0.00000000
Acidos grasos FAS1 FAS1_YARLI Fatty acid synthase subunit beta 0.00000020
Degradacién de celulosa - EGLX_NEOFI Probable endo-1,3(4)-beta-glucanase NFIA_089530 0.00000000
g cel6la GUN4_HYPJE Endoglucanase-4 0.00015137
Fosforo PHO2 PHO2_YARLI Acid phosphatase 0.00000000
Metabolismo Glucosa acuK ACUK_ASPNC Transcription activator of gluconeogenesis acuk 0.00000000
Glucosa GAL4 GAL4_YEAST Regulatory protein GAL4 0.00000000
. . acuE MASY_EMENI Malate synthase, glyoxysomal 0.00000000
Metabolismo carbohidratos GPHI  PHSG YEAST  Glycogen phosphorylase 0.00000000
Metabolismo linidos MT2 COMT2_GIBZE  Sphingolipid C9-methyltransferase 2 0.00019138
” picos TGL4 TGL4_YEAST Triacylglycerol lipase 4 0.00000000
aflO (dmtA, . .
omtB) AFLO_ASPPU Demethylsterigmatocystin 6-O-methyltransferase 0.00006063
Aflatoxina artA ARTA_ASPFN 14-3-3 family protein artA 0.00015866
atnM ATNM_EMENI  Fatty acid synthase beta subunit aflB 0.00000000
curS2 CURS2_ASPTE  Non-reducing polyketide synthase curS2 0.00000194
Citocalasina ccsA CCSA_ASPCL Polyketide synthase-nonribosomal peptide synthetase 0.00000000
af520 (fmaA) FMAA_ASPFU Fumagillin beta-trans-bergamotene synthase af520 0.00000000
af370 (fmaB) FMAB_ASPFU Fumagillin dodecapentaenoate synthase 0.00000000
Micotoxina L fmaD FMAD_ASPFU O-methyltransferase af390-400 0.00002172
Fumagillina
af480 (fmaF) FMAF_ASPFU Dioxygenase af480 0.00000000

af510 (fmaG) FMAG_ASPFU Multifunctional cytochrome P450 monooxygenase af510 0.00000000
psoF PSOF_ASPFU Dual-functional monooxygenase/methyltransferase psoF 0.00000000

Leucinostatinas lesA LCSA_PURLI Nonriboson?al peptide synthetase lcsA 0.00013808
lesT LCST_PURLI Leucinostatins biosynthesis cluster protein T 0.00000000
Satratoxina SAT4 SAT4_STACB Satratoxin biosynthesis SCI cluster protein 4 0.00000989
Toxina asesina - KTXA _KLULA  Killer toxin subunits alpha/beta 0.00000008
Tricotecenos TRII0 TRI10_TRIAR Trichothecene biosynthesis transcription regulator TRI10 0.00011594
lap2 LAP2_ASPFU Probable leucine aminopeptidase 2 0.00000000
Patogenicidad NRPS5  NRPS5_ASPFU Nonri.bosomal peptide synthetase 5 0.00009785
Patogenicidad traA TRAA_PENCR Hybrid PKS-NRPS synthetase traA 0.00000000
NRPS7  NRPS7_ASPFU  Nonribosomal peptide synthetase 7 0.00000553
Resistencia péptidos SSDI  SSDI_CANAL  Virulence protein SSDI 0.00000000

antimicrobianos
Bomba de flujo alnE ALNE_EMENI Efflux pump alnA 0.00000000
Bomba de flujo dotistromina dotC DOTC_DOTSN Efflux pump dotC 0.00000000
Sideroforo mirB MIRB_EMENI Siderophore iron transporter mirB 0.00000000
Transportador de citrato cexl (cexA) CEX1_ASPNG Citrate exporter 1 0.00000000
abcA ABCA2_ASPFU  ABC multidrug transporter A-2 0.00000009
abcB ABCB_ASPFU ABC multidrug transporter B 0.00000000
abcE ABCE_ASPFU ABC multidrug transporter E 0.00001356
. abcH ABCH_ASPFU ABC multidrug transporter H 0.00001803
Transportador de tipo ABC abel  ABCI ASPFU  ABC multidru§ transgortcr 1 0.00008223
ecdL ECDL_ASPRU ABC transporter ecdL 0.00000000
mdr2 MDR2_ASPFU ABC multidrug transporter mdr2 0.00004934
atrR ATRR_EMENI ABC-transporter-regulating transcription factor 0.00000000
Transportador clz9 CLZ9_COCLU MEFS-type transporter clz9 0.00000067
efuF EFUF_HORCR MFS-type transporter efuF 0.00000000
. MFS1 MFS1_MAGO7 MFS-type transporter 1 0.00000000
Transportador de tipo MFS OpS2  OPS2 BEAB2  MFS transporter OpS2 0.00000013
oryC ORYC_ASPOR MFS-type transporter oryC 0.00001533
priL PRLL_FUNXX MEFS transporter priL 0.00000105
PHO84  PHO84_YEAST  Inorganic phosphate transporter PHO84 0.00000000

Transportador fosfato inorganico

pho-4 PHO4_NEUCR Phosphate-repressible phosphate permease pho-4 0.00000000
Transportador fuentes de carbono qutD QUTD_EMENI Quinate permease 0.00000000
rco-3 RCO3_NEUCR Probable glucose transporter rco-3 0.00000000
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Tabla suplementaria 4. Seleccion de genes sobreexpresados de durante la interaccion con Bacillus sp.

Aspergillaceae sp.

Categoria Subcategoria

Antraciclinas
Bialafos
Granaticina
Kanamicina
Antimicrobiano Plipastatina
Rifamicin
Tetraciclina

Bacterioicina

Tuberactinomicina

Formacion de endospora

Endospora

Germinacion de endospora

Detoxificacion
Estrés
Estrés por temperatura
Formacion tapete microbiano
Induccién competencia bacteriana
Respuesta a
estrés

Osmoprotector glicina betaina
Reciclaje de peptidoglicano

Arsénico

Crecimiento
Degradacion de sulfoquinovosa

Fosfato intracelular

X Metabolismo del azufre
Metabolismo

Ramnosas

Fotoreceptor virulencia

Patogenicidad R
Quorum sensing

Resistencia a bacteroicinas

Resistencia a lisozima
Resistencia a lisozima
Resistencia a metilenomicina

Resistencia
antimicrobianos
Resistencia a puromicina,
tosufloxacina y norfloxacina
Resistencia bialaphos

dnrC
bcpA

gra-orfé

kanJ (kacB)
ppsB (pps2)
ppsD (pps4)
RAM_03320
oxyL
yenA2
yenB

vioD (svaT)
sspE

sspN

cgeA (cgeAA)
cgeB (cgeAB)
cotD

cotG

cotH (ywrH)
cotl (ytaA)
cotM (ynel)
cotR (yvdO)
cotV

cotX

cotY

SpsA

ykvP

gerE

gerT (yozR)
gerkKA

inhA

ydaD

tapB

bcsA
Fnod_1586
Fjoh_4984
betB

betC

betA

codA
Amuc_2136
nagZ (ybbD,yzbA)
ywrK

acr3 (arsC2)
arsB (yqcl)
arsM

aprX

rhgT (yesT)
phoA

yisZ

dszA
rhmD
aldA (ald)
rhiG
ycbX
rhaMm
yteR
yesR

bphP
gacs (lemA)

lysX (lysS2)

pgdA
BC_3618
mmr

bmr3 (mdr)

pat

Identificador
UNIPROT

DNRC_STRPE
CPPM_STRHY

DHK2_STRVN

KANJ_STRKN
PPSB_BACSU
PPSD_BACSU
DMRMT_AMYMS
OXYL_STRRM
YENA2_YERET
YENB_YERET
CAMYS_STRVI
SSPE_BACSU
SSPN_BACSU
CGEA_BACSU
CGEB_BACSU
COTD_BACSU
COTG_BACSU
COTH_BACSU
COTI_BACSU
COTM_BACSU
COTR_BACSU
COTV_BACSU
COTX_BACSU
COTY_BACSU
SPSA_BACSU
YKVP_BACSU
GERE_BACSU
GERT_BACSU
GERKA_BACSU
INHA_PSEPU
GS39_BACSU
TAPB_PSEFR
BCSA2_KOMSB
CINAL_FERNB
CINAL_FLAJ1
BETB_ACIAD
BETC_RHIME
BETA_VIBVY
CHOX_ARTGO
H2136_AKKM8
NAGZ_BACSU
YWRK_BACSU
ACR3_CORGL
ARSB_BACSU
ARSM_RHOPA
APRX_BACSU
KDSGA_PSEPU
PPAX_ALKHC
PPBH_PSEAB
CYSC2_BACSU
DSZA_RHOSG
(antes
SOXC_RHOSG)
RHMD_DELAS
ALDA_ECOLI

RHLG_PSEAE

RHGT1_BACSU
PLH36_FORAG
PLH21_FORAG
URHG2_BACSU
URHG1_BACSU
BPHY_XANC8
GACS_PSESY

LYSX_MYCS2

PGDAE_HELPG
PGDA3_BACCR
MMR_BACSU

BMR3_BACSU

PAT_ALCFA

Proteina (UNIPROT)

Aklanonic acid methyltransferase DnrC
Carboxyvinyl-carboxyphosphonate phosphorylmutase

Granaticin polyketide synthase putative ketoacyl reductase 2

Kanamycin B dioxygenase

Plipastatin synthase subunit B

Plipastatin synthase subunit D
27-O-demethylrifamycin SV methyltransferase
6-methylpretetramide 4-monooxygenase
Toxin subunit YenA2

Toxin subunit YenB

Capreomycidine synthase

Small, acid-soluble spore protein gamma-type
Small, acid-soluble spore protein N

Protein CgeA

Protein CgeB

Spore coat protein D

Spore coat protein G

Inner spore coat protein H

Spore coat protein |

Spore coat protein M

Putative sporulation hydrolase CotR

Spore coat protein V

Spore coat protein X

Spore coat protein Y

Spore coat polysaccharide biosynthesis protein SpsA
Spore protein YkvP

Spore germination protein GerE

Spore germination protein GerT

Spore germination protein KA

Isonitrile hydratase

General stress protein 39

Temperature acclimation protein B

Cellulose synthase catalytic subunit [UDP-forming]
CinA-like protein

CinA-like protein

Betaine aldehyde dehydrogenase
Choline-sulfatase

Oxygen-dependent choline dehydrogenase
Choline oxidase

Beta-hexosaminidase Amuc_2136
Beta-hexosaminidase

Putative arsenical pump membrane protein
Arsenical-resistance protein Acr3

Arsenite resistance protein ArsB

Arsenite methyltransferase

Serine protease AprX
2-dehydro-3,6-dideoxy-6-sulfogluconate aldolase
Pyrophosphatase PpaX

Alkaline phosphatase H

Probable adenylyl-sulfate kinase

Dibenzothiophene desulfurization enzyme C

L-rhamnonate dehydratase
Lactaldehyde dehydrogenase

Rhamnolipids biosynthesis 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]

reductase

Rhamnogalacturonan acetylesterase RhgT
Bifunctional sulfatase/alpha-L-rhamnosidase
L-rhamnose mutarotase

Unsaturated rhamnogalacturonyl hydrolase YteR
Unsaturated rhamnogalacturonyl hydrolase YesR
Bacteriophytochrome

Sensor protein GacS

Lysylphosphatidylglycerol biosynthesis bifunctional protein

LysX
Peptidoglycan deacetylase

Peptidoglycan-N-acetylglucosamine deacetylase BC_3618

Methylenomycin A resistance protein
Multidrug resistance protein 3

Phosphinothricin N-acetyltransferase

pvalue

0.00000000
0.00000000

0.00038469

0.00005047
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00002815
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00063216
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000035
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000042
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000415
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000003

0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000718

0.00000000

0.00000000
0.00000005
0.00000000

0.00000000

0.00000000
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Tabla suplementaria 5. Seleccion de genes sobreexpresados de Eurotiales sp. durante la interaccidon con

Bacillus sp.

Categoria Subcategoria
Antiflngico Ricinoleato

Antimicrobiano L
Xantocilina

Endoquitinasa

Estabilidad pared celular

Sintesis pared celular
Estabilidad y
pared celular

Sintesis quitina

Tubulina

Altos niveles de calcio extracelular
Dafio protéico
Estrés osmotico y falta de fuentes de
carbono
Estrés oxidativo
Regulador celular a respuestas
ambientales

Respuesta a
estrés

Respuesta inmune a ruptura de pared
Acidos grasos

Aminodcidos poliaromaticos

Metabolismo Glucosa

Regulador global de metabolismo
secundario

. . Gliotoxina
Micotoxina

Tricotecenos

Alérgeno a humanos

Elimina el NAD+ de competidor

Formacion de apresorios

Patogenicidad Lo
s Lisozima

Patogenicidad

Resistencia péptidos antimicrobianos

Bomba de flujo dotistromina
Sidero6foro
Transpoortador de citrato

Transportador de tipo ABC

Transportador

Transportador de tipo MFS

Transportador fosfato inorganico

Transportador multidroga

Gen

FAHI2
XanA
xanC

chiAl (chil)
chiB
csnC
cfmA
cfmB
MPI

ags1 (mokl)
CHS6

chsA (chs2)

chsC (chs1)

chsD (chsE)
chsG
tubA

AFUA_7G0025
0

RCH1

hsp98

USVI (NSF1)
PRX1

pop3 (watl)

FAS1
aroM
acuF
gbeA
glkA

lacA

glil
gliJ
gliP (NRPS10,
pesK)
gliT
gliz
gliA
TRI6
AFUA_4G0958
0

nadA
GAS2 (MASI)

ACEl
NRPS1

SSD1

dotC
sidC
CEX1
atrF
atrl
abcB
abcC (abeB,
abeGl, atrE,
cdr1B)
abcF
abcH
mdr4
mfsl
mfsB
mfsC
MFS1
OpS1 (PKS9)
atnC
mirC
mdrA
OpS2
dbaD
PHO84
pho-4 (van)
DTRI1

Identificador
UNIPROT

FAHI2_CLAPU
XANA_ASPFU
XANC_ASPFU
CHIA1_ASPFM
CHIB_EMEND
CSNC_ASPOZ
CFMA_ASPFU
CFMB_ASPFU
MP1_ASPFM
AGS1_SCHPO
CHS6_USTMA
CHSA_EMENI
CHSC_EMENI
CHSD_EMENI
CHSG_ASPFU
TBAI_EMENI

TBB_ASPFU

RCHI_CANAL
HSP98_NEUCR

USV1_YEAST
PRX1_YEAST
WATI_SCHPO

LYSM4_ARTBC

FAS1_YARLI
AROI_ASPCL
PCKA_EMENI
GLGB_ASPOR
HXKG_ASPNG

LAEA_ASPFS

GLII_ASPFU
GLIJ_ASPFU

GLIP_ASPFU

GLIT_ASPFU
GLIZ_ASPFU
GLIA_ASPFU
TRI6_TRIAR

ALL2_ASPFU

NADA_ASPFU

GAS2 MAGOR
LYS ARTBC

ACEl_MAGO7
NRPSI_ASPFU

SSDI_CANAL

DOTC_DOTSN
SIDC_ARTBC
CEXI_YARLI
ATRF_ASPFU
ATRI_ASPFU
ABCB_ASPFU

ABCC_ASPFU

ABCF_ASPFU
ABCH_ASPFU
MDR4_ASPFU
MFSI_CERS8
MFSB_ASPFU
MFSC_ASPFU
MFS1_ARTBC
OPS2_BEAB2
ATNC_EMENI
MIRC_ASPFU
MDRA_ASPFU
OPS2_BEAB2
DBAD_EMENI
PHO84_YEAST
PHO4_NEUCR
DTRI_CANGA

Proteina (UNIPROT)

Oleate hydroxylase FAH12

Isonitrile hydratase-like protein xanA
Xanthocillin biosynthesis cluster transcription factor xanC
Endochitinase Al

Endochitinase B

Endo-chitosanase C

GPI-anchored hemophore cfmA
GPI-anchored hemophore cfmB

Cell wall mannoprotein 1

Cell wall alpha-1,3-glucan synthase ags1
Chitin synthase 6

Chitin synthase A

Chitin synthase C

Chitin synthase D

Chitin synthase G

Tubulin alpha-1 chain

Tubulin beta chain

Solute carrier RCHI
Heat shock protein hsp98

Nutrient and stress factor 1
Peroxiredoxin PR

Target of rapamycin complex subunit watl

LysM domain-containing protein ARB_03442

Fatty acid synthase subunit beta
Pentafunctional AROM polypeptide
Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)
1,4-alpha-glucan-branching enzyme
Glucokinase

Secondary metabolism regulator lacA

Probable aminotransferase glil
Dipeptidase gliJ

Nonribosomal peptide synthetase gliP

Thioredoxin reductase gliT

C6 finger domain transcription factor gliZ

MES gliotoxin efflux transporter gliA

Trichothecene biosynthesis transcription regulator TRI6

Major allergen Asp f2

Conidial surface nicotinamide adenine dinucleotide glycohydrolase
nadA

Appressoria-specific virulence factor GAS2
N,O-diacetylmuramidase

Polyketide synthase-nonribosomal peptide synthetase ACEL
Nonribosomal peptide synthetase 1

Virulence protein SSD1

Efflux pump dotC

Nonribosomal peptide synthase sidC
Citrate exporter 1

ABC multidrug transporter atrF
ABC multidrug transporter atrl
ABC multidrug transporter B

ABC multidrug transporter C

ABC multidrug transporter F

ABC multidrug transporter H

ABC multidrug transporter mdr4

MFS siderochrome iron transporter 1

Major facilitator superfamily multidrug transporter mfsB
Major facilitator superfamily multidrug transporter mfsC
MFS-type efflux pump MFS1

Orsellinic acid synthase

MES efflux pump atnC

MES siderochrome iron transporter C

Major facilitator superfamily multidrug transporter mdrA
MES transporter OpS2

MFS-type transporter dbaD

Inorganic phosphate transporter PHO84
Phosphate-repressible phosphate permease pho-4
Multidrug transporter DTR1

pvalue

0.00000000
0.00005838
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000219
0.00000000
0.00000006
0.00000000
0.00000007
0.00008798
0.00023431
0.00000030
0.00000000
0.00000000
0.00002928

0.00009319

0.00000426
0.00000000

0.00000173
0.00000001
0.00004969

0.00000000

0.00000571
0.00000128
0.00000000
0.00000000
0.00000000

0.00003627

0.00000000
0.00000000

0.00000018

0.00000000
0.00000009
0.00000000
0.00000000

0.00000000

0.00000000

0.00000100
0.00000064
0.00000000
0.00005149

0.00000000

0.00000560
0.00000000
0.00000000
0.00000172
0.00000024
0.00000000

0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00001284
0.00000000
0.00000001
0.00000000
0.00000000
0.00007936
0.00009681
0.00000000
0.00000000
0.00011249
0.00012468
0.00000000
0.00000444
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Tabla suplementaria 6. Seleccion de genes sobreexpresados de Bacillus sp. durante la interacciéon con

Eurotiales sp.

Categoria Subcategoria
Exoquitinasa
Granatacina

Antimicrobiano Hidrolisis de pared celular

Metaloproteasas

Subtilocina

Formacién de endospora

Endospora

Germinacion de endospora

Competencia bacteriana
Detoxificacion acidos oléicos
Detoxificacion organohaldgenos

Detoxificacién éxido nitrico
Estrés osmético
Respuesta a

estrés Formacién tapete microbiano

Osmoprotector glicina betaina

Reciclaje de peptidoglicano

Reparacion DNA

Arsénico

Degradacién de almidén
Degradacion de aminoacidos
Degradacion de piridoxina

Degradacion de sulfoquinovosa

Degradacion nicotinato
Degradacion xenobidticos

Metabolismo
Metabolismo de azufre

Metabolismo de carbohidratos

Metabolismo de compuestos
aromaticos

Ramnosas

Sintesis acidos grasos

Sintesis aminoécidos
Sistema toxina antitoxina

Patogenicidad Quorum sensing

Resistencia a bacteroicinas

Resistencia a lisozima

Resistencia Resistencia a metilenomicina

antimicrobiano Resistencia a perdxido de
hidrégeno

Resistencia a puromicina,

tosufloxacina y norfloxacina

Gen
chiol
gra-orf6

iap
prtl

albA (ywiA)

cgeA (cgeAA)
cgeB (cgeAB)
cotD

cotG

cotH (ywrH)
cotl (ytaA)
cotM (ynel)
cotR (yvdO)
cotV

cotX

cotY

spoVK (spoVJ)
spsA

sspN

ykvP

asnO (yisO,
yucB)

gerkKA

gerE

gerT (yozR)

yfkN
sph

hadL
hmp (fhp)
dnal

bcsA

blh

betB

codA

betC

nagZ (ybbD)
gph

mug

arsB (yqcL)
arsM

ywrK

arus
padhl

nicC
tftE

dszA

yisZ
ssuD
xylD
xylT

mdIC
rhlG

fabD (ylpE)

proC
doc

luxQ

lysX

pgdA
mmr

katA

bmr3 (mdr)

Identificador
UNIPROT
CHIX_STROI

DHK2_STRVN

P60_LISIV
PRT1_PECCC

ALBA_BACSU

CGEA_BACSU
CGEB_BACSU
COTD_BACSU
COTG_BACSU
COTH_BACSU
COTI_BACSU
COTM_BACSU
COTR_BACSU
COTV_BACSU
COTX_BACSU
COTY_BACSU
SP5K_BACSU

SPSA_BACSU

SSPN_BACSU
YKVP_BACSU

ASNO_BACSU

GERKA_BACSU
GERE_BACSU
GERT_BACSU

NTPES_BACSU

OLHYD_STRPZ
HAD1_PSEUC
HADL_PSEPU
HMP_BORPA
DNAJ_AGRVS

BCSA2_KOMSB

BLH_XYLFT
BETB_ACIBT
CHOX_ARTGO
BETC_RHIME
NAGZ_BACSU
GPH_VIBPA
MUG_ECOHS
ARSB_BACSU
ARSM_RHOPA
YWRK_BACSU
AMT6_BACS7
ARUS_PSEAE
4PADH_RHILO

KDSGA_PSEPU

SLAD_PSEPU
6HN3M_PSEFL
TFTE_BURCE

DSZA_RHOSG

CYSC2_BACSU
SSUD_BACSU
XYLD_CAUVC
XYLT_LEVBR

MDLC_PSEPU

RHLG_PSEAE

FABD_BACSU

PSCR_PSEAE
DOC_MYCS2

LUXQ_VIBCH

LYSX_RHOJR

PGDAE_HELPY
MMR_BACSU

CATA_BACSU

BMR3_BACSU

Proteina (UNIPROT)

Exochitinase 1

Granaticin polyketide synthase putative
ketoacyl reductase 2

Probable endopeptidase p60
Extracellular metalloprotease
Antilisterial bacteriocin subtilosin
biosynthesis protein AlbA

Protein CgeA

Protein CgeB

Spore coat protein D

Spore coat protein G

Inner spore coat protein H

Spore coat protein |

Spore coat protein M

Putative sporulation hydrolase CotR
Spore coat protein V

Spore coat protein X

Spore coat protein Y

Stage V sporulation protein K

Spore coat polysaccharide biosynthesis
protein SpsA

Small, acid-soluble spore protein N
Spore protein YkvP

Asparagine synthetase [glutamine-
hydrolyzing] 3

Spore germination protein KA

Spore germination protein GerE

Spore germination protein GerT
Trifunctional nucleotide phosphoesterase
protein YfkN

Oleate hydratase

(S)-2-haloacid dehalogenase 1
(S)-2-haloacid dehalogenase
Flavohemoprotein

Chaperone protein Dnal

Cellulose synthase catalytic subunit [UDP-
forming]

Beta-lactamase hydrolase-like protein
Betaine aldehyde dehydrogenase
Choline oxidase

Choline-sulfatase
Beta-hexosaminidase
Phosphoglycolate phosphatase

G/U mismatch-specific DNA glycosylase
Arsenite resistance protein ArsB
Arsenite methyltransferase

Putative arsenical pump membrane protein
Glucan 1,4-alpha-maltohexaosidase
Sensor histidine kinase AruS
4-pyridoxate dehydrogenase
2-dehydro-3,6-dideoxy-6-sulfogluconate
aldolase

3-sulfolactaldehyde dehydrogenase
6-hydroxynicotinate 3-monooxygenase
Maleylacetate reductase

Dibenzothiophene desulfurization enzyme C

Probable adenylyl-sulfate kinase
Alkanesulfonate monooxygenase
D-xylonate dehydratase

D-xylose transporter

Benzoylformate decarboxylase

Rhamnolipids biosynthesis 3-oxoacyl-[acyl-
carrier-protein] reductase

Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase

Pyrroline-5-carboxylate reductase

Toxin Doc

Autoinducer 2 sensor kinase/phosphatase
LuxQ

Lysylphosphatidylglycerol biosynthesis
bifunctional protein LysX

Peptidoglycan deacetylase
Methylenomycin A resistance protein

Vegetative catalase

Multidrug resistance protein 3

pvalue
0.00000000
0.00000030

0.00000213
0.00000000

0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000020
0.00000001
0.00000000

0.00000000

0.00000005
0.00000000

0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000000

0.00000552

0.00000571
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000

0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000003
0.00000000
0.00000000
0.00000006
0.00000186
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00005869

0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000000

0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000021
0.00000000

0.00000000

0.00000000

0.00001310

0.00000000
0.00000000

0.00000000

0.00000000

0.00000006
0.00000000

0.00000000

0.00000060
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