BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Evaluacion in vitro de las estrategias de desplazamiento a
través de un laberinto de hongos y bacterias aislados de
ventilas hidrotermales.

Tesis que para obtener el titulo de

LICENCIADA EN BIOLOGIA

PRESENTA:
Blanca Isabel Martinez Vargas

DIRECTORAS:
Dra. Patricia Vélez Aguilar
M. en C. Jesica Abril Hernandez Monroy

AGOSTO 2023



Oficio No. BIOSAC/C-996/2023
Asunto: Modalidad de Titulacién

Mtro. Ricardo Valderrama Valdez
Director de Administracion Escolar, BUAP
PRESENTE

Por este conducto le envio un cordial saludo, asi mismo me permito informarle que la C. BLANCA
ISABEL MARTINEZ VARGAS con nimero de matricula 201731246 de la Licenciatura en Biologia,
presentard su Examen Profesional con el titulo de tesis: Evaluacion in vitro de las estrategias
de desplazamiento a través de un laberinto de hongos y bacterias aislados de ventilas
hidrotermales. Bajo la Direccion de la Dra. Patricia Vélez Aguilar y la Codireccion de la M. en C.
Jesica Abril Hernandez Monroy. La asignacion del Jurado quedara integrado por:

PRESIDENTE: DRA. DALIA MOLINA ROMERO

SECRETARIO: DRA. PATRICIA VELEZ AGUILAR

VOCAL: DR. DANIEL SIHUANCA MENDOZA
SUPLENTE: M. EN C. JESICAABRIL HERNANDEZ MONROY

El examen profesional se llevé a cabo presencial el dia 22 de septiembre de 2023 a las 11:00
horas.

Sin otro particular por el momento, me despido de usted reiterandole la sequridad de mi
consideracion distinguida.

Atentamente

Oficio No. BIO dg"*’ 6/2023
Asunto: Modalida H&H}‘g_@_cjén ’

Facultad de Edif. 1 BIO 1, Ciudad Universitaria, Puebla,

Ciencias Biologicas Pue. C.P. 72570
01 (222) 229 55 00

Ext. 7097, 7085, 7084 y 7086



Esta investigacion se realizo en el laboratorio C-121 del Instituto de Biologia,
Universidad Nacional Autonoma de México, y formé parte del proyecto “Evaluacion
de la diversidad taxon6mica y funcional de las comunidades de micromicetes en
sistemas hidrotermales de mar profundo del Golfo de California” Programa de Apoyo

a Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnologica, PAPIIT (Clave: IN200921).



AGRADECIMIENTOS

A la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla por formarme como bidéloga y por

todas las ensefanzas a lo largo de estos cinco afos.

Al Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México por permitirme

conocer sus instalaciones y llevar a cabo mi proyecto de tesis.

Al Laboratorio de Ecologia Molecular de Micromicetes C-121 del Instituto de Biologia
de la Universidad Nacional Autonoma de México por la confianza, las herramientas
proporcionadas y darme la oportunidad de seguir aprendiendo.

A mi directora de tesis, la Dra. Patricia Vélez Aguilar por su confianza, guia y

ensefianzas para la realizacion de este proyecto. He aprendido mucho. Gracias.

A mi directora de tesis, la M. en C. Jesica Abril Hernandez Monroy, por sus
ensefianzas, paciencia y gran apoyo tanto en el laboratorio como fuera de él. Gracias

por tu confianza e infinito apoyo.

Agradezco el servicio del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia
de la Universidad Nacional Autbnoma de México, como parte del Laboratorio Nacional
de la Biodiversidad, y en particular del apoyo técnico de L.I. Cabrera-Martinez, A.
Jiménez-Marin, N. Lopez y L. Marquez por la orientacion para el uso de los

instrumentos.

Al Laboratorio de Microscopia y Fotografia de la Biodiversidad | del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México por la guia para el manejo
de la microscopia electrénica de barrido para este proyecto y en especial a la M. en

C. Maria Berenit Mendoza Garfias por su apoyo y asesoria.

Al Laboratorio de Microscopia y Fotografia de la Biodiversidad Il del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico por la obtencion de
imagenes y en especial a la Bidl. Susana Guzman Gémez, por su acompafiamiento

durante la toma de fotografias y su asesoria.

A mis compaferos del laboratorio de Ecologia Molecular de Micromicetes C-121 por

siempre animarme y por su amistad. Los admiro mucho.



DEDICATORIA

A mi madre por todo tu amor, carifio, desayunos y palabras de aliento a lo largo de mi
vida, sin ti, no podria cumplir todas mis metas, gracias por ser un ejemplo de vida. Te

amo.

A mi padre por enseflarme a ser fuerte, responsable y atenta, por todo tu esfuerzo

todos estos afios para que pueda alcanzar mis suefios. Esta tesis es para ti.

A Angie por ser mi mentora de vida, por siempre apoyarme en mis proyectos y
decisiones, por creer en mi y hacerme fuerte en momentos complicados. Siempre

juntas. Te amo.

A Caro por ser mi alma gemela, por siempre creer en mi y levantarme de las caidas,
por ser un ejemplo de fortaleza. Esto va por todas nuestras desveladas de estudio.
Siempre juntas. Te amo.

A Levi por ser mi mejor amigo y mi compafiero en estos afios. Gracias por hacerme
muy feliz y creer siempre en mi. Nos esperan mas aventuras. Este es el inicio. Te

amo.

A Marco por todo su apoyo y esfuerzo en la construccion de los laberintos, por creer
en mi y apoyarme en todas mis locuras. Gracias por ser mi hermano. Sin ti, esto no

seria posible.

A la Dra. Patricia Vélez Aguilar y la M. en C. Jesica Abril Hernandez Monroy por
abrirme las puertas de su laboratorio, por confiar en mi y por todas las ensefanzas
acerca de la ciencia y la vida, cada una de ellas me hace crecer y amar mas la

Biologia.

A la familia de Jess, por acogerme en otra ciudad. Por su calor y carifio durante mi

estancia. Me diverti mucho. Gracias.

A todos mis amigos de la universidad y del laboratorio por darme todo su apoyo y

carifo.

A todas las personas que he conocido y me han impulsado.



Lo que sabemos es una gota de agua, lo que ignoramos es el océano.

Isaac Newton

La vida es una union simbiética y cooperativa que permite triunfar solo a los que se

asocian.

Lynn Margulis



ok ow

INDICE

Agradecimientos
Dedicatoria
Resumen
Abstract

Introduccion
1.1. Interacciones hongo-bacteria
1.2. Movimiento microbiano
1.3. Carreteras fungicas “fungal highways”
1.4. Toma de decisiones de hongos y bacterias durante su
desplazamiento
1.5. Hongos y bacterias resolviendo laberintos
1.6. Ventilas hidrotermales de mar profundo
Antecedentes
2.1. Interacciones hongo-bacteria
2.2. Evaluacion de las estrategias, comportamiento y toma de
decisiones a través de un laberinto con obstaculos en hongos
y bacterias
2.3. Estudios de interacciones hongo-bacteria en sedimentos de
ventilas hidrotermales
Planteamiento del problema
Hipotesis
Objetivos
5.1. Objetivo general
5.2. Objetivos especificos
Materiales y métodos
6.1. Co-cultivo de hongos y bacterias aislados de ventilas

hidrotermales

Vi
Vii

11
13

13

15

17

18
19
20

20
20

21

21



10.

11.

6.2. Microscopia electrénica de barrido
6.3. Disefio del laberinto
6.4. Co-cultivo en el laberinto de los microorganismos
seleccionados
6.5. Registro y analisis fotografico
6.6. Microscopia compuesta de los laberintos
Resultados
7.1. Microorganismos selectos
7.2. Desempeiio de los microorganismos en los laberintos
Discusion
8.1 Mecanismos microbianos para lidiar con barreras fisicas
8.2 Comportamiento microbiano en el laberinto
8.2.1 Bacteria
8.2.2 Hongo

Conclusiones
Perspectivas

Bibliografia citada

23

24

26
27
28
29
29
34
46
46
47
47
52
57

58

59



RESUMEN

Las carreteras fingicas son un tipo de interaccion ecoldgica entre hongos y bacterias
gue se caracteriza por el desplazamiento de las bacterias en la superficie de las hifas
del hongo. Hasta donde sabemos, la formacion de carreteras fangicas no se ha
reportado en sedimentos de ventilas hidrotermales. Sin embargo, en estudios del
suelo, se ha observado que esta interaccion es un mecanismo de dispersion esencial
para las bacterias. Por lo tanto, las carreteras fungicas pueden influir en la colonizacion
de nichos y la obtencidén de nutrientes de los microorganismos que habitan en el
sedimento de sitios marinos extremos como las ventilas hidrotermales de mar
profundo. Este hecho, podria tener gran relevancia en la biogeografia de los
microorganismos. En este trabajo, se analiz6 el establecimiento de carreteras fangicas
entre hongos y bacterias aislados del sedimento colectado en las ventilas
hidrotermales de mar profundo de la Dorsal de Alarcon, Sur del Golfo de California.
Para esto, se seleccion6 a Penicillium dodgei y Bacillus sp. 10. Los microorganismos
fueron evaluados en un laberinto de acrilico con cinco obstaculos espaciales: canal
con un angulo de 35°, con angulos de 90°, serpenteante, con paredes frontales y con
salida lateral a través de un registro fotografico y microscopia. Nuestros resultados
sugieren que Bacillus sp. 10, se adhirié a las hifas de P. dodgei, con ello, mejoré su
dispersion a través del laberinto. Sin embargo, a través de esta asociacion fisica,
Bacillus sp. 10 afectd la direcciébn de crecimiento de P. dodgei. Los resultados
obtenidos sugieren que esta interaccion no es una carretera fungica, sino que se trata

de una interaccién antagonista y conocida como “hitchhiking”.
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ABSTRACT

Fungal highways are a type of ecological interaction between fungi and bacteria,
characterized by the dispersal of bacteria on the surface of fungal hyphae. To the best
of our knowledge, the formation of fungal highways has not been reported in
hydrothermal vent sediments. However, in soil studies, this interaction has been shown
to be an essential dispersal mechanism for bacteria. Therefore, fungal highways can
influence the colonization of niches and the obtaining of nutrients by microorganisms
that inhabit the sediment of extreme marine sites such as deep-sea hydrothermal
vents. This could be relevant for the biogeography of microorganisms. In this work, the
establishment of fungal highways between fungi and bacteria isolated from the
sediment collected in the deep-sea hydrothermal vents of the Alarcon Ridge, southern
Gulf of California, was analyzed. For this, Penicillium dodgei and Bacillus sp. 10 were
selected. The microorganisms were evaluated in an acrylic maze with five spatial
obstacles: channel with 90° angles, serpentine, frontal walls and a lateral exit. The
interaction was investigated through a photograpic record and microscopy. Our results
suggest that Bacillus sp. 10, adhered to the hyphae of P. dodgei, thereby improving
their dispersal through the maze. However, Bacillus sp. 10 affected the growth direction
ok P. dodgei. We conclude that the interaction is not a fungal highway, but rather an

antagonistic interaction know as “hitchhiking”.
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1. INTRODUCCION
1.1. Interacciones hongo-bacteria

Los microorganismos son componentes importantes en los ecosistemas.
Desempefian roles ecoldgicos que influyen en las condiciones caracteristicas de estos
sitios, como la colonizacién de nichos, la disponibilidad de nutrientes, los ciclos

biogeoquimicos, entre otros procesos (Deveau et al., 2018).

Los seres vivos no estan aislados, pues interactdan tanto con el entorno biético, como
el abiotico. Es decir, los organismos llevan a cabo una serie de interacciones
ecoldgicas en los ecosistemas. Estas modifican la adecuacion de los organismos
generando efectos positivos, neutrales y negativos (Schulze et al., 2016). Por ello,
existen diferentes clasificaciones de estas interacciones como: competencia (- / -),
mutualismo (+/ +), comensalismo (+ / 0), amensalismo (- / 0) entre otras (Begon et al.,
2006). Especificamente, las interacciones entre hongos y bacterias son conocidas
como BFI (bacterial-fungal interactions) y pueden tratarse de relaciones de

antagonismo hasta mutualismo (Deveau et al., 2018; Frey-Klett et al., 2011).

Las BFI se han estudiado en muchos hébitats, materiales e incluso organismos. Por
ejemplo, sobre madera en descomposicién, en humanos, organismos marinos y el
suelo. Sin embargo, la mayor parte de las BFI se han observado y estudiado

ampliamente en el suelo (Warmink & Van Elsas, 2009).

Estas, se evallian por el contacto fisico y la secrecion de metabolitos secundarios
(como antibidticos y moléculas de sefalizacion) que generan cambios en el
metabolismo de los microorganismos interactuantes (Abeysinghe et al., 2020; Frey-
Klett et al., 2011). Tanto hongos como bacterias pueden presentar cambios en su
crecimiento, reproduccion, movimiento, nutricion y patogenicidad (Deveau et al.,
2018).

Las BFI influyen en el funcionamiento de los ecosistemas (Bravo et al., 2013). Esto se
debe a que tanto los hongos como las bacterias son importantes en los ciclos

biogeoquimicos, por lo que sus interacciones tienen un efecto en estos procesos.

Por ejemplo, en la descomposicion de madera por parte de algunos hongos como

Heterobasidion araucariae, las bacterias asociadas pueden inhibir o promover el
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proceso de degradacion (Murray & Woodward, 2003). Las BFI también pueden influir
en la dispersion de nutrientes, ya que se ha observado que bacterias asociadas a
micorrizas apoyan la meteorizacibn mineral y mantienen disponible los iones

minerales inorganicos para los arboles (Uroz et al., 2009).

En ecosistemas acuaticos, los hongos y las bacterias son importantes para los
procesos de descomposicion y parece gque, en su mayoria, mantienen relaciones de
tipo antagonista (Frey-Klett et al., 2011). Por ejemplo, se conoce que los miembros de
Chytridiomycota parasitan al fitoplancton (como cianobacterias y diatomeas) y de esta
manera influyen en los niveles de carbono organico disuelto disponibles en la columna
de agua para la comunidad bacteriana (Amend et al., 2019; Haraldsson et al., 2018).
En ambientes marinos extremos como las ventilas hidrotermales de mar profundo, las
interacciones entre hongos y bacterias recién comenzaron a conocerse. A la fecha, se
han reportado interacciones variables que cambian con el tiempo y principalmente del

tipo antagonista y de competencia (Hernandez-Monroy, 2019).

Los hongos y las bacterias forman parte de la microbiota de muchos organismos. Por
lo que las interacciones entre estos microorganismos influyen en la nutricion y salud
de sus hospederos. Por ejemplo, en las asociaciones entre hongos micorrizicos y
bacterias, estas Ultimas son importantes para las funciones que desempefian las
micorrizas como la nutricion y promocién del crecimiento de las plantas (Bonfante &
Anca, 2009). En este sentido, también encontramos endobacterias en hongos, por
ejemplo, la interaccion entre Paraburkholderia rhizoxinica y Rhizopus microsporus, en
la que P. rhizoxinica concede una toxina a R. microsporus Yy facilita el proceso de
parasitismo al arroz (Deveau et al., 2018). Lo que demuestra que, las BFI también
pueden influir negativamente en la salud de los hospederos, causando enfermedades

en plantas y animales (Frey-Klett et al., 2011).

Actualmente, se estan analizando los metabolitos secundarios que se producen como
resultado de las BFI para la mejora de actividades relacionadas con agricultura,
procesamiento de alimentos, biotecnologia, medicina entre otras (Deveau et al.,
2018). Ademas, se contindan estudiando los efectos evolutivos en las BFI. Por
ejemplo, se han reportado procesos de transferencia horizontal de genes en bacterias

intra-hifales, ya que se observan cambios en el tamafio de su genoma, asi como



también, cambios en algunos genes relacionados con el metabolismo en hongos
(Frey-Klett et al., 2011).

Se ha hecho mencion de que las BFI podrian ser parte de un concepto reciente:
holobionte. Este concepto hace referencia a que los animales y las plantas ya no son
entidades autbnomas, sino que estan conformadas por microbios simbiéticos, los
cuales son esenciales e influyen en la forma, funcién y aptitud del huésped
(Bordenstein & Theis, 2015). Por lo tanto, las BFI son diversas, complejas y tienen
efectos en diferentes organismos y ecosistemas.

1.2 Movimiento microbiano

Los microorganismos llevan a cabo diferentes estrategias de motilidad para conocer
su entorno y encontrar condiciones Optimas para su desarrollo (Muok & Briegel, 2021).
Por ejemplo, las células procariotas han desarrollado numerosos mecanismos para el
movimiento, el mas conocido es el uso de flagelos. En bacterias moviles, se han
observado diferentes comportamientos en funcion del disefio, ubicacion (flagelacion
mondtrica, lofétrica, anfitrica o peritrica) y cantidad de flagelos que presenten, asi
como también, con la morfologia celular (Chevance & Hughes, 2008; Tokarova et al.,
2021; Young, 2007). Estos movimientos incluyen giros en distintos angulos, carreras,

volteretas, movimientos rapidos entre otros (Harshey, 2003; Tokarova et al., 2021).

En ambientes liquidos, se presentan diferentes movimientos, por ejemplo, el
“swimming” (rotacion de flagelos o cilios). En superficies tenemos comportamientos
como: a) el “swarming” (en el que multiples flagelos giran e impulsan a la célula hacia
adelante), b) el “gliding” (consiste en un deslizamiento que ocurre por contraccion y
relajacion de las paredes celulares), c) “twitching” (consiste en la extension y
retraccion de pili tipo IV y ocurre dentro de biopeliculas) y d) “sliding/spreading”
(depende de la fuerza generada por una colonia en expansion, es un movimiento
pasivo). Como se menciond, estos movimientos estdn mediados por flagelos, pili tipo
IV, nanomotores u otros procesos (Jarrell & McBride, 2008; Muok & Briegel, 2021).
Ademas, estos comportamientos se ven afectados por factores ambientales como las
propiedades fisicas y quimicas de la superficie de desplazamiento, viscosidad,
temperatura, pH y otros procesos como la quimiotaxis o la influencia de fluidos
(Mitchell & Kogure, 2006; Tokarova et al., 2021). En el proceso de guimiotaxis, las



células se mueven en direccion a una molécula atrayente como nutrientes o pueden
moverse lejos de moléculas que podrian ser peligrosas para la célula (Muok & Briegel,
2021).

Los procesos por los cuales las bacterias llevan a cabo estos comportamientos se
estan analizando. Sin embargo, se ha descubierto dependen en gran medida de
apeéndices en la superficie celular (flagelos vy pilis), del citoesqueleto; la mecanica de
la superficie, fuerzas hidrodinamicas, estrategias adhesivas (sustancias poliméricas
extracelulares), moléculas de sefializacion entre otros (Jarrell & McBride, 2008; Persat
et al., 2015).

A través del crecimiento filamentoso, los hongos alcanzan diferentes sitios y buscan
nutrientes. Las hifas presentan un crecimiento que les permite moverse para explorar
el entorno, encontrar nutrientes y nuevos sitios para colonizar (Aleklett & Boddy, 2021).
El proceso de crecimiento fungico es mediado por vesiculas secretoras. Estas
vesiculas aportan una membrana para la expansion de la punta de la hifa, asi como
también glicoproteinas y enzimas biosintéticas para el ensamblaje de la pared celular
de quitina y glucano (Brand & Gow, 2009). Se cree que durante este proceso

intervienen mecanismos de endocitosis y exocitosis (Riquelme, 2013).

A través de los microtubulos, estas vesiculas llegan a un centro ubicado en la punta
de las hifas, conocido como Spitzenkdrper (Brand & Gow, 2009; Steinberg, 2007; Virag
& Harris, 2006). El Spitzenkorper es esencial para el mantenimiento del crecimiento
apical del hongo, determina la direccién y morfologia de crecimiento de las hifas. El
Spitzenkdrper consiste en un centro de suministro de vesiculas, asi como también, de
ribosomas, microfilamentos de actina y material granular. Esta estructura se ha
estudiado en diferentes hongos, siendo Neurospora crassa el principal modelo
(Riquelme & Séanchez-Ledn, 2014). En este proceso, otros complejos pueden

intervenir ademas de los mencionados como el polarisoma y el exocisto.

El polarisoma es un complejo multiprotéico encargado del mantenimiento de la
polaridad celular a través del ensamble de los filamentos de actina en los sitios de
polarizacion (Riquelme, 2013). Estas proteinas son esenciales para marcar los sitios
de crecimiento y entre ellas, tenemos a Budl Ras-GTPasa, Cdc42 Rho-GTPasa.

Estas moléculas se encargan de reclutar actina y otros componentes (Brand & Gow,



2009) y se cree que actua cuando la hifa responde a estimulos externos y cambia de
direccién de crecimiento. Por otro lado, el exocisto es un complejo de anclaje octamero
encargado del acoplamiento de vesiculas a la membrana plasmatica en regiones que

se expanden superficialmente (Riquelme, 2013).

Como se menciono anteriormente, las hifas perciben ciertos estimulos externos que
cambian su direccion de crecimiento, como sustancias quimicas, la luz, el tipo de
superficies, etcétera. Estos comportamientos son conocidos como tropismos y los
hongos responden a ellos de manera negativa o positiva. Algunos de ellos son
qguimiotropismo (crecimiento dependiente de gradientes de quimicos volatiles o
difusibles), gravitropismo (crecimiento dependiente de la gravedad), fototropismo
(crecimiento dependiente de una fuente de luz), tigmotropismo (crecimiento
dependiente del contacto con un objeto o superficie), entre otros. Por lo tanto, los
hongos presentan movimientos activos, es decir, el crecimiento y desplazamiento se
dirige en respuesta a ciertos estimulos, cambiando su ubicacion y la redistribucion de
la biomasa (Aleklett & Boddy, 2021).

Es importante mencionar, que existen microorganismos inmoviles que establecen
interacciones con otros organismos para poder desplazarse. Este comportamiento es
conocido como “hitchhiking” y abarca cuatro estrategias: empuje mecanico por células
moviles, unién directa a cuerpos celulares, union directa a flagelos bacterianos y
transporte interno por células (Muok & Briegel, 2021). Estos mecanismos se han
observado en hongos, bacterias y protozoarios. Por ejemplo, se ha reportado que
Paenibacillus vortex, una bacteria que se destaca por moverse en superficies duras,
puede transportar a diferentes bacterias inméviles como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Enterobacter aerogenes (Finkelshtein et al., 2015). Ademas, P. vortex
puede dispersar las esporas de ciertos hongos como Aspergillus fumigatus (Inghama
et al., 2011). Incluso se ha observado el “hitchhiking” entre bacterias y protistas. Por
ejemplo, las Deltaproteobacterias sintetizan nanoparticulas ferromagnéticas
intracelulares y se adhieren a los protistas de los grupos Symbiontida y Euglenozoa,
convirtiendo a los protistas en organismos magnetotacticos que transportan bacterias
magnetotacticas que se mueven en respuesta a las nanoparticulas (Monteil et al.,
2019). Ademas, existen ciertas asociaciones entre hongos y bacterias en las que las

hifas de los hongos pueden contribuir al desplazamiento de las bacterias conocidas



como carreteras fungicas (fungal highways) (Kohlmeier et al., 2005; Warmink et al.,
2011).

1.3 Carreteras fungicas “fungal highways”

Dentro de las BFI, existe un interesante tipo de interaccién donde las hifas del hongo
permiten que las bacterias se desplacen sobre ellas. Esta interaccién es conocida
como carreteras fungicas (fungal highways). La primera vez que se menciond el
transporte entre un hongo y una bacteria fue en 1976; Wong y Griffin encontraron que
un organismo considerado en aquel entonces como un hongo (actualmente se sabe
gue es un protista) apoyaba el movimiento de las bacterias en el suelo. Sin embargo,
fue hasta los trabajos de Kohlmeier et al. (2005) que se resalto la importancia de las
carreteras fungicas como un mecanismo de dispersién para las bacterias edaficas
(Yang & van Elsas, 2018).

Durante el establecimiento de carreteras fungicas, las hifas de los hongos pueden
transferir nutrientes y agua a las bacterias (Worrich et al., 2017), mientras que las
bacterias inducen la expresion de genes para la sintesis de metabolitos secundarios
en los hongos (Nutzmann et al., 2011). Para el establecimiento de esta interaccion,
estan involucrados diferentes mecanismos. En ciertos casos, las bacterias presentan
guimiotaxis hacia el hongo y es en este proceso en el que pueden intervenir
componentes como los flagelos, sistema de secrecion bacteriano tipo lll y IV (T3SS y
T4SS) (Steffan et al., 2020).

Gracias a las carreteras fungicas, las bacterias, al adherirse a las hifas de los hongos,
facilitan su dispersion, abarcan una mayor distancia, exploran el ecosistema en el que
se encuentran, colonizan nuevos nichos, obtienen nutrientes, etcétera. Por ello, se
cree que la formacion de carreteras fungicas consiste en una interaccion
comensalista, en la que las bacterias se ven beneficiadas al dispersarse por las hifas
del hongo, mientras que el hongo parece mantenerse en un estado neutro, ya que la
interaccibn que mantiene con las bacterias parece no ser esencial para su

supervivencia o para su adecuacion ecolégica (Abeysinghe et al., 2020).

Sin embargo, en el estudio de Abeysinghe et al. (2020), se describio la interaccion
entre Aspergillus nidulans y Bacillus subtilis, y notaron que, en la formacion de

carreteras flngicas, ciertos factores son importantes: la dispersion bacteriana es mas
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efectiva a través del hongo, los flagelos de la bacteria son esenciales para una
dispersiéon mas rapida y, ademas, la bacteria suministra tiamina en la punta de las
hifas, aumentando el crecimiento de éstas. Por lo tanto, las carreteras fangicas
podrian tratarse también de interacciones mutualistas, en las que tanto el hongo como

la bacteria podrian obtener beneficios al interaccionar.

Se ha planteado que las carreteras fungicas tienen fuerte impacto en el suelo, ya que
el movimiento de las bacterias en este sitio es complicado y depende de diversas
condiciones (humedad, el tamafio de los poros, conectividad de los poros de agua y
aire, textura, densidad, hidrofobicidad, entre otros) (Yang & van Elsas, 2018). Por lo
que la formacion de carreteras fungicas seria una ventaja para lograr su éxito
ecoldgico (Warmink et al., 2011; Warmink & Van Elsas, 2009), pues las hifas pueden
cruzar los poros de aire presentes en el suelo y, ademas, alrededor de las hifas se
forma una pelicula liquida que permite que las bacterias se desplacen con mayor
facilidad y velocidad (Pion et al., 2013), dando como resultado que las bacterias se

dispersen a mayores distancias.

Por ejemplo, se ha observado que las hifas de los hongos apoyan el movimiento activo
de bacterias oxalotréficas (Bravo et al., 2013). En otros estudios se encontrd que las
proteobacterias se desplazan en peliculas de agua de las hifas que estan presentes
en el queso, lo que tiene gran influencia en el microbioma presente en el queso (Zhang
et al., 2018).

Es importante mencionar que recientemente, se ha reportado la formacién de carreras
fungicas entre hongos y bacterias que habitan sedimentos marinos costeros
contaminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos (Alvarez-Barragan et al.,
2022; Alvarez-Barragén et al., 2023), lo que incrementa el conocimiento de las BFI y

las carreteras fungicas en estos ecosistemas.
1.4 Toma de decisiones de hongos y bacterias durante su desplazamiento

Los hongos y las bacterias son organismos que se exponen a diferentes estimulos
ambientales. Ademas, las condiciones en las que se encuentran varian y cambian en
el tiempo y en el espacio. Actualmente, se ha estudiado la respuesta y toma de
decisiones de estos organismos en torno a diferentes estimulos y condiciones (Aleklett
& Boddy, 2021).



Hasta lo que sabemos, los estudios enfocados en el comportamiento y la inteligencia
en bacterias estan relacionados con la formacién de colonias, comunicacion,
transduccion de sefales, plasticidad gendmica, intercambio de mensajes quimicos
etcétera (Jacob et al.,, 2004). Sin embargo, también encontramos estudios
relacionados con las estrategias de percepcion del entorno por parte de las bacterias
(Marijuan et al., 2010), la influencia de sefalizacion eléctrica en las biopeliculas
bacterianas (Majumdar & Pal, 2017) y la respuesta bacteriana a sefales
electromagnéticas (Jacob et al., 2004).

A través de estos estudios, se han revelado diferentes mecanismos por los cuales las
bacterias se comunican, presentan diferentes comportamientos/estrategias e
inteligencia. Por ejemplo, para la formacion de colonias, las bacterias se comunican
quimicamente. Ademas, la cooperacion entre las bacterias incluye diferentes
mecanismos como la morfogénesis de la colonia que requiere de una expresion génica
coordinada, diferenciaciéon regulada, division de tareas entre otros procesos. Para ello,
las bacterias pueden utilizar diferentes agentes bioquimicos (Jacob et al., 2004). Estos
agentes bioquimicos resultan ser importantes ya que pueden mediar la interaccion
célula-célula bacteriana entre colonias de diferentes especies y de otros organismos
(Valenzuela et al., 2007).

Es importante mencionar que a través de estos agentes, las bacterias también pueden
llevar a cabo la toma de decisiones colectivas (esporulacién durante la formacién de
colonias), formacion de cuerpos fructiferos (por ejemplo, Myxococcus xanthus forma
cuerpos fructiferos) establecer una organizacion jerarquica cooperativa (por ejemplo,
P. vortex forma mddulos para organizar su colonia) (Jacob et al., 2004),
desplazamiento por superficies a partir de la secrecion quimicos para que puedan
nadar, regulacion del proceso de quimiotaxis con base en los nutrientes disponibles,
alteraciones de estado gendémico (Paenibacillus dendritiformis puede presentar dos
morfologias coloniales con base al tipo de sustrato en el que se cultiva), resistencia a
antibioticos (desarrollo de patrones coloniales diferentes) (Jacob et al., 2004),
sistemas de sefializacion en respuesta a diferentes condiciones ambientales (Marijuan

et al., 2010), entre otros.

Las hifas de los hongos permiten que estos exploren su entorno y se alimenten a

través de la secrecion de enzimas para descomponer moléculas y posteriormente
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puedan absorberlas (Aleklett & Boddy, 2021). El micelio presenta movimiento, pues
es una estructura dinAmica y receptiva que cambia su ubicacion con base al
crecimiento y la distribucion de biomasa en respuesta a estimulos (Boddy, 1999;
Boddy et al., 2010).

Ademas, el micelio presenta una capacidad de navegacion y una conciencia celular,
ya que factores ambientales como la disponibilidad y distribucion de nutrientes o la
presencia de algun peligro como sustancias toxicas o depredadores alteran el
movimiento de las hifas y translocaciones de biomasa. Incluso, los hongos podrian
encontrar otras hifas de la misma especie o un huésped ideal a través de la quimiotaxis
(Biel€ik et al., 2019). También se conoce que los hongos presentan mecanismos de
reparacién de dafo en las hifas (como los ascomicetos filamentosos que usan los
cuerpos de Woronin para sellar las hifas después de un dafio) y detectan crestas de

las superficies y restricciones del espacio fisico (Money, 2021).

A través de diferentes estudios relacionados con estructuras microfluidicas,
microcosmos de suelo y sistemas de micelio, se ha demostrado que estos organismos
presentan cognicion, comunicacion y memoria (Aleklett & Boddy, 2021). Por ejemplo,
se ha observado que hongos basiodiomicetos especificamente Phanerochaete
velutina, presentan diferentes comportamientos para la toma de decisiones ante
nuevos recursos, dependiendo del tamafio del nuevo recurso. Ademas, se demostro
su memoria direccional (Fukasawa et al., 2020). Durante la interaccion con otros
organismos, los hongos llevan a cabo procesos de comunicacion a través de
moléculas sefalizadoras como hormonas, péptidos pequefios, alcoholes, lipidos y
compuestos volatiles. Gracias a estos procesos, los hongos colonizan un huésped,
controlan cambios morfogenéticos (levadura a micelio), manipulan a otros
organismos, atraen insectos para propagar sus esporas, entre otros comportamientos
(Aleklett & Boddy, 2021).

1.5 Hongos y bacterias resolviendo laberintos

Para estudiar la movilidad de diferentes microorganismos e incluso la migracion de
células por tejidos, se han construido laberintos en los cuales se busca representar
diferentes barreras espaciales para analizar la toma de decisiones y los procesos de
guimiotaxis que les permiten desplazarse. Tal es el caso de los estudios enfocados



en Physarum polycephalum para encontrar alimento y salidas a través de la
elaboracion de un laberinto, y los estudios en Dictyostelium discoideum y en células
de cancer de pancreas de ratdon con el proposito de identificar si a través de
quimioatrayentes pueden resolver laberintos (Nakagaki et al., 2000; Tweedy et al.,
2020).

Especificamente, para analizar la motilidad y cooperacion en bacterias, se han llevado
a cabo estudios en agar a diferentes concentraciones, con el fin de observar la
dispersion de las células bacterianas con relacion a la hidratacion del medio en el que
se encuentren (Pion et al., 2013). Sin embargo, también se han elaborado dispositivos
de microfluidos de polidimetilsiloxano (PDMS) con disefios de obstaculos como
camaras con grandes espacios, canales con diferentes anchos, canales con salidas
laterales en varios angulos y canales serpenteantes con diferentes anchos (Tokarova
et al., 2021). EI PDMS es un material transparente, permite los estudios de
microscopia y es permeable al O2. Por estas caracteristicas, los dispositivos de
microfluidos, se han utilizado para evaluar el comportamiento de bacterias, células
vegetales y hongos (Held et al., 2019). Ademas, los dispositivos de microfluidos han
permitido analizar el proceso de quimiotaxis de manera cualitativa y cuantitativa para
identificar las respuestas de las bacterias (Zhou et al., 2019) por lo que su uso esta

aumentando.

Gracias a estos trabajos, se ha observado el efecto de la hidrodindmica,
nanomecanica, los flagelos y las superficies, en los diferentes movimientos

bacterianos (Tokarova et al., 2021).

Para analizar el comportamiento, decisiones y estrategias de desplazamiento de los
hongos, se han utilizado diferentes herramientas. A una mayor escala, el crecimiento
fangico se ha estudiado a través de experimentos de microcosmos en el suelo. Estos
consisten en muestras de suelo no estéril, heterogéneo y tamizado. En este tipo de
estudios, se ha observado la conducta de los hongos durante la busqueda de recursos
(Aleklett & Boddy, 2021; Boddy, 1999). También se utilizan sistemas de micelio en los
gue se colocan recursos en el campo para estudiar el comportamiento del hongo
(Aleklett & Boddy, 2021; Dowson et al., 1989).
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Para estudiar las estrategias de crecimiento y desplazamiento en hongos a
microescala, se han llevado a cabo dos métodos principalmente. El primero consiste
en superficies planas de agar, sin embargo, se considera que esta herramienta no
permite evaluar el comportamiento de crecimiento de los hongos como es realmente
en la naturaleza, es decir, en espacios reducidos, dificiles de recorrer y con ciertos
obstaculos o dificultades (Held et al., 2019). Actualmente, se elaboran dispositivos de
microfluidos con PDMS. Estos dispositivos buscan imitar las condiciones restrictivas
a las cuales se enfrentan los hongos en los ecosistemas en los que se encuentran. En
estas herramientas, se disefian una serie de obstaculos que conforman un laberinto.
Algunos de estos son obstaculos con angulos agudos, paredes frontales, canales con
geometrias restringidas que incluyen canales con y sin salidas laterales y canales
serpenteantes (Held et al., 2019).

1.6 Ventilas hidrotermales de mar profundo

Las ventilas hidrotermales de mar profundo consisten en aguas termales submarinas
que se localizan a lo largo de un sistema global de dorsales oceanicas. Estos sitios se
localizan entre los 500 y 4000 m. Sus fluidos tienen temperaturas entre 350-405 °C, y
estan enriquecidos con metales pesados como el hierro (Fe), manganeso (Mg), cobre
(Cu), zinc (Zn), plomo (Pb), cobalto (Co), aluminio (Al), cadmio (Cd), plata (Au), litio
disuelto, potasio (K), cesio (Cs), berilio (Be), calcio (Ca), boro (B), arsénico (As),
selenio (Se), bario (Ba) y rubidio (Rb); los gases mas abundantes son el metano y el
hidrogeno y el pH se encuentra entre 2 a 5.9 (Soto & Estradas, 2013). Estos
ecosistemas, se caracterizan por presentar una fauna bentonica que establece
relaciones simbioticas con procariontes quimiosintéticos (Brazelton, 2017). Estos
microorganismos son los productores primarios del ecosistema, e incluye
representantes de los grupos Aquificae, Archaeoglobi, Thermococci,
Deltraproteobacteria, Epsilonproteobacteria y Gammaproteobacteria (Dick, 2019;

Espinosa-Asuar et al., 2020).

A partir de 1979, el estudio de los sistemas hidrotermales aumenté en México debido
a la descripcion de una solfatara submarina en la dorsal Rivera a 2500 m de
profundidad, cerca de las costas de Nayarit. Posteriormente, en 1982, fueron
descubiertas las ventilas de la cuenca de Guaymas a 2000 m de profundidad (Pantoja

Alor & GoOmez Caballero, 2004). Recientemente se descubrieron las ventilas
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hidrotermales de la Cuenca de Pescadero, la Falla Transformante de Pescadero y la
Dorsal de Alarcon al sur del Golfo de California, a través de expediciones realizadas
por el Instituto de Investigacidén del Acuario de la Bahia de Monterey (MBARI) en el
Golfo de California. Desde entonces, se han mapeado estas zonas y analizado a

detalle estas zonas (Paduan et al., 2018).

Ademas, se ha investigado a los organismos que habitan estos sitios. Por ejemplo,
Goffredi et al. (2017), analizaron la macrofauna y estructura trofica presente en estos
sitios, aportando mas detalles de la dinamica ecolégica (Salcedo et al., 2019, 2021).

La comunidad microbiana que se encuentra presente en los sedimentos de estas
ventilas hidrotermales de mar profundo también se ha ido describiendo.
Recientemente se investigod la diversidad bacteriana y fungica de estos sitios, asi como
también su dinamica y roles ecolégicos (Espinosa-Asuar et al., 2020; Velez et al.,
2022). Con respecto a las interacciones ecolégicas entre hongos y las bacterias que
se encuentran en los sedimentos de estas ventilas, Hernandez-Monroy (2019, 2023)
reportd principalmente relaciones de competencia y antagonismo; asi como también,
encontroé que, en estas interacciones, se llevan a cabo procesos relacionados con la
sintesis de moléculas para la defensa y reparacién, lo que confirma una competencia

entre estos grupos.

Hasta lo que sabemos, la formacion de carreteras fungicas aln no se ha reportado en
los sedimentos de ventilas hidrotermales de mar profundo. Cabe mencionar, que la
dispersién bacteriana en estos sedimentos podria verse limitada por diferentes
motivos como: la profundidad (limita la entrada de carbono organico de la superficie y
transporte de recursos) y el tamafio de las particulas de sedimento (los poros
pequefios dificultan el movimiento, transporte de nutrientes, espacio etcétera). Por
estas condiciones, las BFI que se establecen en los sedimentos de las ventilas
hidrotermales de mar profundo, podrian formar carreteras fungicas (Rebata-Landa &

Santamarina, 2006).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Interacciones hongo-bacteria

Las BFI se han estudiado desde diferentes perspectivas. En los dltimos afios, se han
estudiado ampliamente para fines relacionados con la agricultura, salud y ecologia.

A partir del estudio de las BFI, se ha buscado determinar las caracteristicas del
comportamiento colectivo de hongos y bacterias para la supervivencia, analizar con
mayor detalle la produccién de metabolitos secundarios que pueden tener uso como
farmacos, fungicidas, prebibticos entre otros, ademas de la dispersiébn de los
organismos interactuantes a otros lugares y los mecanismos implicados en estas
interacciones (Steffan et al.,, 2020). Por ejemplo, la asociacién y formacion de
biopeliculas entre hongos y bacterias se esta estudiando debido a la importancia que
pueden tener en ciertas infecciones o dispositivos médicos (Frey-Klett et al., 2011).

Fue 1976, cuando se reportd por primera vez un fenémeno parecido a las carreteras
fungicas. Se observd la propagacion de B. subtilis en la pelicula de agua de un
organismo que anteriormente era considerado un hongo, pero actualmente se
reconoce que es un protista: Pythium ultimum (Wong & Griffin, 1976). En 2005, se
investigo la capacidad de los hongos Fusarium oxysporium y Rhexocercosporidium
sp. para transportar a las bacterias Achromobacter sp. SK1, Mycobacterium
frederiksbergense LB501TG y Sphingomonas sp. L138, las cuales son degradadoras
de hidrocarburos aromaticos policiclicos en agar y columnas rellenas de vidrio. En
este estudio se observdé que los hongos pueden contribuir al movimiento de las
bacterias degradadoras de ciertos contaminantes en el suelo. Por ejemplo,
Achromobacter sp. SK1 se movio eficientemente en las hifas de F. oxysporium en
ambos modelos utilizados. Sin embargo, en el micelio de Rhexocercosporidium sp.,
ninguna de las bacterias se movilizé en agar, mientras que, en columnas rellenas de
vidrio, Achromobacter sp. SK1 se movilizd. Los microorganismos que estan llevando
a cabo la interaccion definen las caracteristicas del desplazamiento, y se sugiere que
esta interaccion podria ser una posible alternativa para la biorremediacién (Kohlmeier
et al., 2005).

Se ha identificado que bacterias oxalotroficas como Stenotrophomonas,
Achromobacter, Lysobacter, Pseudomonas, Agrobacterium, Cohnella y Variovorax
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pueden dispersarse sobre el hongo Trichoderma sp. Para demostrar esto, el hongo
fue inoculado en el lado izquierdo de la caja Petri que contenia agar malta, mientras
que las bacterias fueron inoculadas en el centro, el cual contenia agar nutritivo. Se
elabord una separacion de 2 mm y posteriormente, se encontraba medio Schlegel AB-
Caox, un medio oxalotréfico y que promoveria la interaccion entre estos organismos
(Bravo et al., 2013).

Se ha reportado la formacion de carreteras fungicas entre el hongo A. nidulans y la
bacteria B. subtilis. En este trabajo se resalta que las carreteras fungicas pueden
tratarse de interacciones mutualistas, pues B. subtilis administré tiamina a la zona
apical de las hifas, promoviendo su crecimiento y, dando como resultado, que, a través
de los flagelos, las bacterias pudieran dispersarse sobre las hifas del hongo
(Abeysinghe et al., 2020). Por lo que la formacién de carreteras fungicas puede tener

efectos en la adecuacion tanto del hongo como de la bacteria en interaccion.

En otro estudio, se demostré que bacterias integrantes del microbioma de la corteza
del queso (e.g. Serratia proteomaculans), se movilizan a través de las capas de agua
que estan en las hifas de los hongos filamentosos. Esta interaccién seria importante
para definir la estructura del microbioma. Ademas, se menciona que mecanismos
genéticos como el movimiento mediado por los flagelos, esta implicado en esta
interaccion (Zhang et al., 2018). La formacién de carreteras flngicas podria ser
esencial en diferentes &mbitos como, la industria alimenticia, pues podria determinar

la comunidad microbiana de los alimentos fermentados.

Es importante mencionar, que, en otros estudios, se han incorporado diferentes
herramientas para evaluar las BFI. Por ejemplo, se ha identificado que Mortiella
elongata AG77 y Burkholderia BT03 mantienen una interaccion simbiotica a través del
intercambio de metabolitos como los acidos organicos fungicos. Ambos organismos
promueven su crecimiento y estan presentes en Populus sp. Esto fue identificado a

partir de cultivos, dispositivos de microfluidos y metabolémica (Uehling et al., 2019).

Con respecto a los ecosistemas marinos, las carreteras fungicas contindan
estudiandose. Sin embargo, recientemente se ha reportado que Alternaria destruens
F10.81 y Fusarium pseudonygamai F5.76, tienen la capacidad de transportar
bacterias en presencia de pireno; ademas se demostrd que A. destruens F10.81
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selecciona bacterias anaerobias y aerobias para su transporte. Este estudio tuvo como
objetivo analizar si hongos aislados de sedimento costero contaminado con
hidrocarburos arométicos policiclicos podian transportar bacterias aisladas de
sedimentos con alto contenido de hidrocarburos. Las bacterias seleccionadas para
este estudio fueron: Pseudomonas sp. (numero de cepa B1), Bacillus sp. (niumero de
cepa B2) Bacillus sp. (niumero de cepa B3), Vibrio anguillarum (nimero de cepa B4),
Vibrio anguillarum (nimero de cepa B5), Pseudomonas sp. (himero de cepa B6),
Bacillus sp. (nUumero de cepa B7) y Exiguobacterium sp. (nimero de cepa B8). Este
estudio es relevante, ya que reporta la formacion de carreteras fangicas en
ecosistemas marinos y su uso potencial para la biorremediacion (Alvarez-Barragan et
al., 2022; Alvarez-Barragan et al., 2023).

2.2 Evaluacioén de las estrategias, comportamiento y toma de decisiones através

de un laberinto con obstaculos en hongos y bacterias

Las estrategias y comportamiento que presentan las bacterias para su supervivencia
son variadas, y los mecanismos implicados en estos procesos (por ejemplo; quorum
sensing, quimiotaxis e intercambio de plasmidos) se han estudiado ampliamente. Por
ello se considera que estos microorganismos presentan una inteligencia social (Jacob
et al., 2004). Ademas de las bacterias, los hongos son organismos que, en los ultimos
afos, han demostrado diferentes comportamientos que hacen referencia a inteligencia

y conciencia (Money, 2021).

Recientemente, se analiz6 la motilidad de cinco bacterias: Vibrio natriegens,
Magnetococcus marinus, Pseudomonas putida, Vibrio fischeri y E. coli a través de
diferentes obstaculos elaborados en dispositivos de microfluidos. Este estudio permitio
comparar el comportamiento de las bacterias ante estos obstaculos y relacionar este

comportamiento con la arquitectura flagelar de cada especie (Tokarova et al., 2021).

Los hongos exhiben comportamientos como la cognicion, la comunicacion y la
memoria (Aleklett & Boddy, 2021). Se sabe que los hongos fortalecen el micelio para
la busqueda de nuevos recursos, eliminar el micelio no conectado, abandonar algun

recurso, y son capaces de redirigir los nutrientes (Andrews, 1995).

Se ha demostrado que P. velutina, inoculado en un bloque de madera, puede

memorizar la ubicacion de otro bloque de madera utilizado como cebo, ya que cuando
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se separa el indculo del cebo, P. velutina tiende a crecer del lado en el que el cebo
fue colocado anteriormente (Fukasawa et al., 2020). Dentro de este proceso de
decision y memoria, estan implicados diferentes mecanismos y componentes
intracelulares como el Spitzenkdrper, el citoesqueleto, el proceso de construccion de
las hifas, los gradientes de concentracion de osmolitos entre otros. Para estudiar este
proceso, se han utilizado dispositivos de microfluidos elaborados con PDMS. El
organismo N. crassa es uno de los organismos mas estudiados en este dispositivo. A
través de su estudio se ha observado que cuando la hifa entra en contacto con
diferentes obstaculos, el Spitzenkorper se desplaza del centro de la hifa hacia la
direccién que presente el obstaculo, incluso en algunos casos, la hifa presenta un
proceso de ramificacion. Ademas de reportar mecanismos relacionados con la

memoria direccional (Held et al., 2019).

Gracias a estas herramientas, se han detectado las respuestas ante diferentes
barreras espaciales de hongos como N. crassa y Armillaria mellea los cuales
presentaron diferencias en su crecimiento. Sin embargo, todos lograron resolver todas
las estructuras evaluadas (Held et al., 2009). También se han evaluado el efecto del
confinamiento y disponibilidad de nutrientes en el crecimiento de los hongos N. crassa
y Talaromyces helicus (Baranger et al., 2020) y el comportamiento entre Pycnoporus
cinnabaris y N. crassa en espacios restringidos y en espacios planos (Asenova et al.,
2016; Hanson et al., 2006; Held et al., 2019). Ademas, se han evaluado el crecimiento
y la ramificacion a través de un dispositivo de microfluidos con cuatro patrones de
laberintos para catorce hongos filamentosos: Trametes versicolor, A. nidulans A850,
Rhizopus stolonifer (NRRL 66455), N. crassa, A. fumigatus, A. fumigatus Hook KO, A.
nidulans AYR32, A. fumigatus (aislado clinicamente), R. microsporus (aislado
clinicamente), Metarhizium anisopliae, A. fumigatus 293, Cryptococcus neoformans
(K99alpha), Magnaporthe oryzae (B157) y Magnaporthe oryzae dam1Amutant; esta
competencia es conocida como las “Olimpiadas de Hongos”. A través de este trabajo,
se detectaron dos estrategias: ramificacion de alta frecuencia (exploracion de todos
los caminos posibles) y ramificacion de baja frecuencia (se exploran pocos caminos
posibles) (Hopke et al., 2021).
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2.3 Estudios de interacciones hongo-bacteria en sedimentos de ventilas

hidrotermales

Las ventilas hidrotermales de mar profundo son sitios que se caracterizan por
presentar condiciones muy extremas como oscuridad permanente, altas temperaturas
y presion hidrostatica, altas concentraciones de metales pesados etcétera (Espinosa-
Asuar et al., 2020; Soto & Estradas, 2013). Especificamente en la Cuenca de
Pescadero, la Falla Transformante de Pescadero y la Dorsal de Alarcon recién
comienzan a conocerse detalles respecto a la comunidad y dinamicas de los

organismos que se encuentran en estos sitios.

La comunidad microbiana de estas zonas aun esta estudiandose. En el caso de las
bacterias presentes en el sedimento, a través del uso de secuenciacion lllumina de
amplicones del gen 16S ARNr, se ha estudiado la diversidad, reportando que
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Chloroflexi y Epsilonbacteraeota son
los filos mas abundantes (Espinoza et al., 2020). Con respecto a la comunidad flngica,
se ha explorado su diversidad en los sedimentos de estas ventilas hidrotermales
utilizando secuenciacion lllumina de alto rendimiento de la region ITS1 descubriendo
que los grupos Ascomycota, Basidiomycota y linajes no cultivables son los mas
abundantes (Velez et al., 2022).

El estudio de las interacciones entre bacterias y hongos aislados en sedimentos de
ventilas hidrotermales de estos sitios se ha realizado por Hernandez-Monroy, (2019).
En este estudio, se identificaron bacterias y hongos provenientes de los sedimentos
de estas ventilas mediante el andlisis del gen 16S ARNr y la regién ITS-5.8S-ITS4
respectivamente y se llevaron a cabo bioensayos de interaccion pareada. De ello, se
observd mayormente la presencia de hongos del género Aspergillus y en el caso de
bacterias, Bacillus fue el género principal. Ademas, se observé un mayor niumero de
interacciones de competencia y antagonismo (Hernandez-Monroy, 2019). Ademas, a
través de transcriptomica comparada, se estudiaron diferencias en la regulacion de la
expresion génica durante la interaccion entre Aspergillaceae sp. y Eurotiales sp. y
Bacillus sp. encontrando que los organismos llevan a cabo mecanismos como la
micofagia bacteriana, adhesion, liberacion de micotoxinas y antimicrobianos entre

otros (Herndndez-Monroy, 2023).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han observado diferentes comportamientos relacionados con el crecimiento y
desplazamiento microbiano (hongos y bacterias). Estos, estan mediados
principalmente por la disponibilidad de nutrientes, interacciones con otros organismos
o la presencia de obstaculos. Sin embargo, estos aspectos son dificiles de identificar
y analizar. Comunmente, los comportamientos microbianos, y el efecto de las BFI se
estudian en dispositivos microfluidicos o placas Petri con agar. Para observar estos
comportamientos a mayor escala, la elaboracion de un laberinto (10 x 10 cm) con
diferentes obstaculos como angulos de 35°, angulos de 90°, canales serpenteantes,
paredes frontales y salidas laterales permitira identificar las estrategias de

desplazamiento de hongos y bacterias en interaccién y su dispersion.

Las carreteras fungicas son BFI estudiadas frecuentemente en suelos. Esta
interaccidn es esencial para la adecuacion de los organismos interactuantes e influye
en las condiciones del sitio en el que se encuentran. Hasta donde sabemos, se
desconoce si las carreteras fungicas se establecen en el sedimento de ambientes
marinos extremos como las ventilas hidrotermales de mar profundo. Estudiar esta
interaccidén, permitira conocer si hongos y bacterias aislados de sedimentos de
ventilas hidrotermales pueden desplazarse en conjunto y si este mecanismo pudiera
tener relacion con la distribucion y adecuacion de los microorganismos y nutrientes en

estos sitios.
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4. HIPOTESIS

Las carreteras fungicas podrian ser un mecanismo de dispersion esencial para las
bacterias que se encuentran en el sedimento de ventilas hidrotermales de mar
profundo del sur del Golfo de México. Este tipo de interaccion podria explicar la

dispersién de microorganismos y nutrientes en estos sitios.

A través del disefio y construccion de un laberinto (10 x 10 cm) con diferentes
caracteristicas (canales con angulos agudos, angulos de 90°, serpenteantes, paredes
frontales y salidas laterales), los mecanismos y estrategias de dispersion de bacterias
y hongos en interaccion serdn observados con mayor detalle. Dado que, en las
carreteras fungicas, las bacterias viajan a través de las hifas, se espera que, a través
del establecimiento de la interaccion, los microorganismos superen los cinco
obstaculos establecidos en conjunto. Con base en las observaciones obtenidas en

experimentos con PDMS, se espera que:

- En canales con angulos de 35°: se espera que el hongo crezca siguiendo la
superficie que presenta un angulo de inclinacion de 35° y posteriormente
retomara su direccion de crecimiento inicial.

- En canales con angulos de 90°: se desconoce la respuesta del hongo, por lo
gue esperamos conocer su estrategia ante esta superficie.

- Canal serpenteante: se espera que el hongo siga el patron de los canales
serpenteantes.

- Canal con paredes frontales: se espera que las hifas del hongo se ramifiquen
en dos partes al encontrarse con la pared frontal.

- Canales con salida lateral: se espera que las hifas del hongo se ramifiquen al

encontrarse con la salida lateral.

Por lo que esperamos observar la formacién de carreteras fungicas entre hongos y
bacterias aislados de sedimentos de ventilas hidrotermales y la resolucion de un

laberinto que simula diferentes obstaculos.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar las estrategias de desplazamiento in vitro empleadas por aislados fungicos y

bacterianos de ventilas hidrotermales en mono- y co-cultivos a través de un laberinto.
5.2 Objetivos especificos

e Seleccionar un par de microorganismos que promueven su desplazamiento en
co-cultivo.

o Disefiar una estructura con obstaculos (laberinto) en placas de acrilico.

¢ Identificar las diferentes estrategias de desplazamiento de los organismos en

mono- y co-cultivo dentro de un laberinto de acrilico.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Co-cultivo de hongos y bacterias aislados de ventilas hidrotermales

A partir de la exploracion realizada en el afio 2015 a bordo del bugue oceénico
Western Flyer, se obtuvieron muestras de nucleos de sedimento de las ventilas
hidrotermales del Sur del Golfo de California, en la Cuenca de Pescadero, la Falla
Transformante de Pescadero y la Dorsal de Alarcén. Los organismos aislados para
este estudio fueron obtenidos por Hernandez-Monroy (2019) y se encuentran
resguardados en la coleccion del Laboratorio de Ecologia Molecular de Micromicetes

del Instituto de Biologia de la Universidad Autonoma de México.

Se seleccionaron cuatro hongos y cuatro bacterias para llevar a cabo 16 interacciones.
Los hongos seleccionados corresponden a Penicillium dodgei, Aspergillus sp. 4,
Aspergillaceae sp. y Aspergillus cejpii, mientras que las bacterias seleccionadas son
Bacillus sp. 2, Bacillus sp. 10 (Falla Transformante de Pescadero), Bacillus sp. 10
(Dorsal de Alarcon) y Bacillus sp. 1 con base al trabajo de Hernandez-Monroy (2019).
Se verifico que los organismos presentaran un abundante crecimiento y establecieran
una interaccién cercana. Estas condiciones fueron seleccionadas con base al trabajo
de Hernandez-Monroy (2019) en el que se reportan diferentes tipos de interacciones
entre hongos y bacterias aislados del sedimento de las ventilas hidrotermales del sur
del Golfo de California (Tabla 1 y tabla 2).

Para verificar la formacion de carreteras flungicas, se sigui6 la metodologia utilizada
en el trabajo de Bravo et al. (2013) con modificaciones. Se prepar6 medio de cultivo
GYPS (Glucose, Yeast extract, Peptone, Starch, Sea salts) que contiene por litro: 1 g
de glucosa, 1 g de extracto de levadura, 1 g de peptona, 1000 mL de caldo de papay
19.38 g de sal marina. Este medio es ideal para el crecimiento de los microorganismos
gue se encuentran en ventilas hidrotermales (Burgaud et al., 2009; Le Calvez et al.,
2009). El medio de cultivo fue vaciado en dos tipos de cajas Petri con el fin de evaluar

de qué manera, los hongos y las bacterias podian desplazarse.
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Tabla 1. Hongos aislados de sedimento colectado en las ventilas hidrotermales del sur del

Golfo de California y seleccionados para el experimento.

Clave de los

Identificacion

Localidad

Observaciones con base alo

organismos reportado en Hernandez-Monroy
(2019) y (2023)
P Penicillium Dorsal de Alarcon Mantiene interacciones de
dodgei competencia pasiva con Bacillus
sp. 2, comensalismo con Bacillus
sp. 10 y amensalismo con Bacillus
sp. 1.
W Aspergillus sp. Falla Mantiene interacciones de
4 Transformante de | antagonismo con Bacillus sp. 2y
Pescadero Bacillus sp. 10 (micofagia), y
amensalismo con Bacillus sp. 1.
H Aspergillaceae | Dorsal de Alarcén No hay datos.
sp.
R Aspergillus Dorsal de Alarcon No hay datos.
cejpii

Tabla 2. Bacterias aisladas del sedimento de las ventilas hidrotermales del sur del Golfo de

California y seleccionados para el experimento.

Clave de los | Identificacion Localidad Observaciones con base alo
organismos reportado en Hernandez-Monroy
(2019) y (2023)
1.11 Bacillus sp. 2 Cuenca de Mantiene interacciones de
Pescadero competencia pasiva con Penicillium
dodgei y antagonismo con
Aspergillus sp. 4.
3.7 Bacillus sp. Falla No hay datos.
10 Transformante de
Pescadero
9.4 Bacillus sp. | Dorsal de Alarcén Mantiene una interaccion de
10 comensalismo con Penicillium

dodgei y antagonismo (micofagia)
con Aspergillus sp. 4.
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5.9 Bacillus sp. 1 Falla Mantiene interacciones de
Transformante de amensalismo con Penicillium
Pescadero dodgei y con Aspergillus sp. 4.

Las primeras cajas, se caracterizaban por contener una pared divisoria en la mitad
(pared). El segundo tipo de cajas, presentaban una separacion de 5 mm en el medio
de cultivo que se realizé utilizando un bisturi, procurando que la separacion fuera

exactamente por la mitad de la caja Petri (fosa).

Se inoculé el hongo a 5 mm de distancia del lado izquierdo de la separacién. El in6culo
del hongo consistié en un cubo de 25 mm?3. Para inocular a la bacteria, se elaboré una
dilucion de bacterias en solucion salina al 0.7 % de cada bacteria. Para verificar que
la densidad celular de las muestras fuera igual, se revisé si la absorbancia de las
muestras correspondia a 0.100 (DO 600nm) con el uso del NanoDrop. Posteriormente,
se tomaron 4 pL de las soluciones con bacteria y se colocaron a 5 mm de distancia

del in6culo del hongo. Repetimos este proceso para cada bacteria.

En total, se obtuvieron 16 interacciones hongo-bacteria en dos tipos de cajas: con
pared y fosa. Cada una de estas interacciones se realiz6 con duplicado, contando con

dos controles negativos por tipo de caja.

El crecimiento se observo por tres semanas, procurando analizar si tanto el hongo
como la bacteria en interaccién podian cruzar la separacion de las cajas. Los co-
cultivos se colocaron en un lugar a temperatura ambiente y en total oscuridad,

buscando imitar las condiciones que caracterizan a las ventilas hidrotermales.

Con base a las observaciones obtenidas, se seleccioné el hongo P. dodgei y la
bacteria Bacillus sp. 10 provenientes del sedimento de la Dorsal de Alarcon para los

experimentos posteriores.
6.2 Microscopia electronica de barrido

Para confirmar la formacién de carreteras flngicas entre el hongo y la bacteria
seleccionados, procedimos a utilizar microscopia de barrido. Con base a la
metodologia utilizada en el trabajo de Velez et al. (2018), en un portaobjetos estéril,

se afiadio 30 pL de medio GYPS. Posteriormente, se co-inocularon el hongo y la
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bacteria seleccionados en el portaobjetos. Este proceso se llevo a cabo por duplicado.
Los portaobjetos se colocaron en camaras humedas estériles durante 72 horas, con

el fin de evitar que el medio presentara desecacion.

Los organismos se fijaron en solucion de glutaraldehido al 2% durante 24 horas, se
enjuagaron dos ocasiones con agua destilada y se deshidrataron en etanol al 30%,
60%, 90% y 96%. Finalmente se recubrieron con oro paladio y se examinaron en
microscopio electronico de barrido. Las muestras fueron observadas en el microscopio
electrénico de barrido marca Hitachi modelo SU1510 en el Laboratorio de Microscopia

y Fotografia de la Biodiversidad I.
6.3 Disefio del laberinto

Disefiamos un laberinto tomando en cuenta los trabajos realizados por Held et al.
(2019) y Tokérova et al. (2021) en el que se disefiaron una serie de obstaculos para
evaluar el comportamiento, estrategias y toma de decisiones de un hongo y bacterias

respectivamente (Figura 1).

Se tomaron en cuenta 5 diferentes obstaculos. Estos obstaculos fueron seleccionados
con el fin de comparar si las estrategias que se han reportado eran realizadas por los
organismos seleccionados en nuestro trabajo, asi como también para identificar y
comparar las estrategias de hongos y bacterias en interaccién al enfrentarse a estos

obstaculos.

1. Angulo de 35°: inicialmente, es un canal recto que posteriormente presenta una
salida con una inclinacion de 35°.

2. Angulo de 90°: consiste en un canal recto con una salida en un angulo de 90°.

3. Canal serpenteante: consiste en un segmento compuesto por estructuras en
forma de diamante/rombo distribuidas de forma diagonal.

4. Pared frontal: consiste en la construccion de un canal en el que adelante se
encuentra una pared y a los lados hay dos salidas. También se incluye un canal
recto con dos salidas en forma diagonal.

5. Salida lateral: canal recto con una salida lateral en angulo de 90°. El canal recto

continta después de la salida lateral (Figura 2).
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Figura 1. Disefio y medidas del laberinto de acrilico con cinco obstaculos para evaluar las

estrategias de desplazamiento y crecimiento de hongos y bacterias en interaccion.
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Figura 2. Obstaculos colocados en el laberinto de acrilico. El color verde corresponde a un
canal con un &ngulo de 35°. El color azul, corresponde a espacios con &ngulos de 90°. El color
rosa corresponde a un canal serpenteante. El color naranja corresponde a un canal con una

pared frontal. El color amarillo corresponde a un canal recto con una salida lateral.
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Se seleccion6 acrilico transparente (polimetilmetacrilato-PMMA) para elaborar los
laberintos. Este material se caracteriza por ser transparente y soportar temperaturas
hasta los 200°C, de acuerdo con los Fundamentos de manufactura moderna (Groover,
1997). Este material permitié contener el medio de cultivo y tomar fotografias de los
organismos para su posterior analisis. Las placas de acrilico que se usaron para
elaborar los laberintos presentaban un grosor de 5 mm. Para elaborar tapas que

cubrieran los laberintos, se usaron placas de acrilico con un grosor de 3 mm.

Para trabajar en la construccion del laberinto, se usé una herramienta modelo Dremel
4300 para cortar veintisiete cuadros de acrilico de 10x10 cm de longitud en placas de
acrilico de 5 mm de grosor. Estos cuadros serian la base y los canales del laberinto.
Se traz0 el disefio del laberinto en dieciocho de los cuadros, los cuales serian
utilizados para elaborar los canales. Nueve de los cuadros, serian utilizados como las
bases de los laberintos. Se uso6 el Dremel 4300 para definir y recortar los obstaculos
del laberinto. Finalmente, se uso el cemento acrilico PLASTIGLAS para ensamblar las

bases y los canales del laberinto.

Se elaboraron tapas con longitudes de 10.5 x 10.5 cm en placas de acrilico de 3 mm

de grosor con el fin de sellar el laberinto.

En total, se elaboraron nueve laberintos con dimensiones de 10x10 cm de lado. Los

canales que constituyen el laberinto midieron 1 x 1 cm.
6.4 Co-cultivo en el laberinto de los microorganismos seleccionados

Los laberintos y sus tapas fueron lavados primero con agua y jabén, y luego, con una
solucion de cloro al 5%. Posteriormente, se esterilizaron en una camara de luz UV por

45 minutos por ambos lados, con base a lo establecido por Yavuz et al. (2016).

Se elabord medio de cultivo GYPS. Este fue colocado en los canales de los laberintos
con el uso de una pipeta. El medio abarcé 5 mm de grosor de los canales del laberinto.
Se seleccionaron tres sitios del laberinto para inocular a los organismos, con el fin de
gue la interaccidbn hongo-bacteria tuviera contacto con los cinco obstaculos
establecidos (Figura 3). En los tres sitios, se inoculd el hongo en el extremo izquierdo
del canal inicial del laberinto. Para inocular a la bacteria, se elaboro solucion salina

estéril al 0.7 %. Todas las bacterias se dejaron a 0.100 de absorbancia/densidad
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optica (DO 600nm) y para verificar que la densidad celular de las muestras fuera igual,
se reviso con el uso del NanoDrop. Posteriormente, se tomo 4 L de la solucion con

bacteria y se colocé en el extremo derecho del canal inicial del laberinto.

Se establecieron controles para la evaluacion de las estrategias de desplazamiento
del hongo y la bacteria por separado. El experimento se llevd a cabo por triplicado.
Todos los laberintos se incubaron a temperatura ambiente y en total oscuridad. El

crecimiento de los organismos se observo durante 17 dias.

[
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Figura 3. Sitios seleccionados en el laberinto para inocular a los microorganismos

seleccionados.
6.5 Registro y analisis fotografico

Los nueve laberintos fueron fotografiados cada dos dias con el fin de analizar el
avance y tiempo en el que los organismos lidiaban con los obstaculos colocados.
Posteriormente, a través del programa Image J, se analizaron las imagenes con el fin
de conocer mas detalles respecto al crecimiento, toma de decisiones y estrategias

para la resolucion del laberinto del hongo y la bacteria en interaccion.
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6.6 Microscopia compuesta de los laberintos

Para analizar con mayor detalle el crecimiento del hongo y bacteria en interaccion, los
laberintos fueron revisados a través de un microscopio Leica Z16 ApoA con un
aumento de 9.01x del Laboratorio de Microscopia y Fotografia de la Biodiversidad Il
del Instituto de Biologia de la UNAM.

Finalmente, observamos la interaccion entre el hongo y la bacteria por el microscopio

optico.
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7. RESULTADOS

7.1 Microorganismos selectos

Se obtuvieron 12 BFI en las que se evalud la capacidad de los microorganismos para
cruzar dos tipos de barreras fisicas: a) una pared, y b) un corte en el agar para simular
una fosa de 5 mm. En general, P. dodgei, Aspergillus sp. 4 y A. cejpii en interaccion
con Bacillus sp. 10 de la Falla Transformante de Pescadero, Bacillus sp. 10 de la
Dorsal de Alarcén y Bacillus sp. 1 cruzaron los dos tipos de barreras fisicas entre los
dias 7 y 14. Es importante mencionar, que Aspergillaceae sp. en interaccion con
Bacillus sp. 10 (Falla Transformante de Pescadero), Bacillus sp. 10 (Dorsal de
Alarcén) y Bacillus sp. 1 no cruz6 ambas barreras fisicas establecidas. Asimismo, por
contaminacion en algunas cajas Petri, fue dificil identificar si las bacterias cruzaban
las dos barreras fisicas establecidas por lo que consideramos que las bacterias en su
totalidad no lograron cruzar. En la interaccion conformada por P. dodgei entre Bacillus
sp. 10 (Dorsal de Alarcén) en la barrera fisica de pared y durante la interaccién con
Bacillus sp. 10 (Falla Transformante de Pescadero) en la barrera fisica de fosa, los
resultados de las réplicas fueron contradictorios. Ya que en solo uno de los duplicados
los hongos cruzaron la barrera fisica durante los primeros 7 dias. Cabe mencionar,
gue debido a problemas de contaminacion no se evaluo la interaccion entre los cuatro

hongos seleccionados y la bacteria Bacillus sp. 2 (Tabla 3 y Tabla 4) (Figura 4 y 5).

Tabla 3. Interacciones hongo-bacteria evaluadas en la barrera fisica pared o division.

Hongo y localidad

Bacteriay localidad

Hongos que
lograron cruzar

Dias en los que se
confirmé el cruce

Penicillium dodgei

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Falla Transformante
de Pescadero

Si

7

Penicillium dodgei

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Dorsal de Alarcén

Si en s6lo uno de
los duplicados

Dia 7 en solo uno de
los duplicados

Penicillium dodgei

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 1

Falla Transformante
de Pescadero

Si

Entre dias 7-14

29



Aspergillus sp.4

Falla Transformante
de Pescadero

Bacillus sp. 10

Falla Transformante
de Pescadero

Si

Dia 14

Aspergillus sp.4

Falla Transformante
de Pescadero

Bacillus sp. 10

Dorsal de Alarcon

Si

Dia 7

Aspergillus sp.4

Falla Transformante
de Pescadero

Bacillus sp. 1

Falla Transformante
de Pescadero

Si

Dia 7

Aspergillaceae sp.

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Falla Transformante
de Pescadero

No

Aspergillaceae sp.

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Dorsal de Alarcén

No

Aspergillaceae sp.

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 1

Falla Transformante
de Pescadero

No

Aspergillus cejpii

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Falla Transformante
de Pescadero

Si

Dia 14

Aspergillus cejpii

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Dorsal de Alarcén

Si

Dia 7

Aspergillus cejpii

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 1

Falla Transformante
de Pescadero

Si

Entre dias 7-14
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Figura 4. Resumen de los resultados de los bioensayos de interacciéon donde se evalué el
efecto de la interaccion entre hongos y bacterias en la barrera fisica division o pared. El color
verde representa el porcentaje de las interacciones donde el hongo logré cruzar; el color azul
representa el porcentaje de las interacciones donde el hongo no logro cruzar y el color naranja

representa el porcentaje de la interaccién con resultados contradictorios.

Tabla 4. Interacciones hongo-bacteria evaluadas en la barrera fisica fosa.

Hongo y localidad

Bacteriay localidad

Hongos que
lograron cruzar

Dias en los que se
confirmé el cruce

Penicillium dodgei

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Falla Transformante
de Pescadero

Si en s6lo uno de
los duplicados

Dia 7 en s6lo uno de
los duplicados

Penicillium dodgei Bacillus sp. 10 Si Dia 7
Dorsal de Alarcon Dorsal de Alarcéon
Penicillium dodgei Bacillus sp. 1 Si Dia 7
Dorsal de Alarcon Falla Transformante
de Pescadero
Aspergillus sp. 4 Bacillus sp. 10 Si Dia 7
Falla Transformante Falla Transformante
de Pescadero de Pescadero
Aspergillus sp. 4 Bacillus sp. 10 Si Dia7
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Falla Transformante
de Pescadero

Dorsal de Alarcén

Aspergillus sp. 4

Falla Transformante
de Pescadero

Bacillus sp. 1

Falla Transformante
de Pescadero

Si

Dia 7

Aspergillaceae sp.

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Falla Transformante
de Pescadero

No

Aspergillaceae sp.

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10 Dorsal
de Alarcon

No

Aspergillaceae sp.

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 1

Falla Transformante
de Pescadero

No

Aspergillus cejpii

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Falla Transformante
de Pescadero

Si

Dia 7

Aspergillus cejpii

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 10

Dorsal de Alarcén

Si

Dia 7

Aspergillus cejpii

Dorsal de Alarcén

Bacillus sp. 1

Falla Transformante
de Pescadero

Si

Dia 7
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Figura 5. Resumen de los resultados de los bioensayos de interaccién donde se evalué el
efecto de la interaccién entre hongos y bacterias en la barrera fisica fosa. El color verde
representa el porcentaje de las interacciones donde el hongo logr6é cruzar; el color azul
representa el porcentaje de las interacciones donde el hongo no logré cruzar y el color naranja

representa el porcentaje de la interaccién con resultados contradictorios.

Bacillus sp. 10 (Dorsal de Alarcén) mantuvo una asociacion fisica cercana con P.
dodgei, agregandose alrededor de las hifas de este hongo. En consecuencia, éstas,
presentaron un engrosamiento al estar en contacto con la bacteria y un cambio en su
coloracién. Las micrografias de SEM confirmaron que las bacterias se adhieren a las
hifas del hongo (Fig. 6). A su vez, estas imagenes permitieron detallar estructuras de
los microorganismos como la formacion del esporiducto en Bacillus sp. 10.
Identificamos también que P. dodgei forma ascosporas, por lo que observamos estas
estructuras con mayor detalle en microscopia SEM (Fig. 7). Por ello, seleccionamos a
P. dodgei y a Bacillus sp. 10, aislados del sedimento de la Dorsal de Alarcén para
inocularlos en el laberinto de acrilico y observar su respuesta ante los cinco obstaculos
establecidos.
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SU151010.0kV 13.7mm x4.70k SE » . 10.0um ' SU1510 10,0kV 13.5mm x5.00k SE

Figura 6. Microfotografias de la interaccion entre P. dodgei y Bacillus sp. 10 (Dorsal de
Alarcén) a través de microscopia electronica de barrido. A) Compuesto que permite la
adherencia de Bacillus sp. 10 a las hifas de P. dodgei. B) Adherencia de Bacillus sp. 10 a las
hifas de P. dodgei.

SU1510 10.0kV 13.9mm x7.00k SE

Figura 7. Microfotografias del esporiducto de Bacillus sp. 10 en interacciéon con P. dodgei y
las ascosporas de P. dodgei. A) Esporiducto. B) Ascosporas ornamentadas.

7.2 Desempeiio de los microorganismos en los laberintos

Durante la toma de fotografias de los laberintos de acrilico, notamos que dos controles
correspondientes al crecimiento de P. dodgei, presentaron contaminacion, por lo que

fueron descartados para el proceso de analisis.
Bacteria

En los controles, Bacillus sp. 10 presentd un crecimiento radial (Figura 8). En el sitio

2 de inoculacién, que corresponde al canal serpenteante, hubo un mayor crecimiento
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que en los otros sitios de inoculacion (Figura 9). Bacillus sp. 10 mostré un mayor

crecimiento durante los primeros dias de inoculacion.
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Figura 8. Crecimiento radial de Bacillus sp. 10 en los tres sitios de inoculacion en el laberinto.

Figura 9. Crecimiento de Bacillus sp. 10 en el sitio 2 del laberinto. A) Monocultivo. B) Co-
cultivo con P. dodgei.

En co-cultivo con P. dodgei, Bacillus sp. 10 recorri6 una mayor distancia en cuatro
obstaculos del laberinto, los cuales corresponden a canal con un angulo de 35°, canal
con un angulo de 90°, canal serpenteante y canal con pared frontal (Figura 10). Es

importante mencionar que en el sitio 3 de la inoculacion, la bacteria se separ6 de su
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asociacion fisica con el hongo, desplazandose en direccion al norte y sur del canal,
especificamente por la orilla del canal. Este comportamiento también se presentd en
una de las réplicas en el sitio 2 de inoculacion (Figura 11). Se requiere estudiar este
comportamiento con mayor detalle para identificar si realmente Bacillus sp. 10 se

separa de P. dodgei y posteriormente se desplaza.

A

CRECIMIENTO (mm)

DIAS

120

100

60

CRECIMIENTO (mm)

DiAS

36



200

150

g

CRECIMIENTO (mm)
I
3

=50
DIiAS

Figura 10. Gréficas de crecimiento de Bacillus sp. 10 en mono-cultivo (verde) y en co-cultivo
con P. dodgei (azul) en A) Sitio 1 de inoculacion. B) Sitio 2 de inoculaciéon. C) Sitio 3 de

inoculacion.

Figura 11. Crecimiento de Bacillus sp. 10 en interaccion con P. dodgei. A) Desplazamiento

de Bacillus sp. 10 en el sitio 2 de inoculacién. B) Desplazamiento de Bacillus sp. 10 en el

sitio 3 de inoculacion.
Hongo

En mono-cultivo, P. dodgei abarcé todos los obstaculos del laberinto en 17 dias,

explorando en su totalidad los espacios disponibles para su crecimiento (Figura 12).
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Figura 12. Direccion de crecimiento de las hifas de P. dodgei en los tres sitios de inoculacién
en el laberinto.

En co-cultivo con Bacillus sp. 10, P. dodgei present6 un crecimiento menor, ya que no
cubria todos los espacios de los canales del laberinto como se observé en mono-
cultivo (Figura 13). Las hifas presentaron diferentes direcciones de crecimiento, se
caracterizaban por estar mas gruesas y tener una coloracion parecida a la de la
bacteria (Figura 14, figura 15y figura 16).
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Figura 13. Graficas de crecimiento de P. dodgei en mono-cultivo (naranja) y en co-cultivo con
Bacillus sp. 10 (morado) en A) Sitio 1 de inoculacion. B) Sitio 2 de inoculacion. C) Sitio 3 de

inoculacion.
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Figura 14. Direccién de crecimiento de las hifas de P. dodgei en interaccién con Bacillus sp.
10 en los tres sitios de inoculacion en el laberinto. El color morado representa los indculos de
P. dodgei y el color azul, los inéculos de Bacillus sp. 10. Las flechas negras representan la
direccion de las hifas de P. dodgei junto con la adherencia de Bacillus sp. 10. Las flechas
azules representan la direccion de crecimiento de Bacillus sp. 10 cuando se separé de las
hifas de P. dodgei.

Figura 15. Direccién de crecimiento de P. dodgei observado a través de microscopia

compuesta. A) Mono-cultivo B) Co-cultivo.
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Figura 16. Hifas de P. dodgei con la adherencia de Bacillus sp. 10 en microscopio 6ptico a
40X.

En el primer obstaculo que corresponde a un canal con un angulo de 35°, P. dodgei
crecid y luego abarcé toda el area del canal en 10 dias, siguiendo la forma del &ngulo
agudo. Durante la interaccion con Bacillus sp.10, observamos que las hifas del hongo
tenian diferentes direcciones de crecimiento, sin embargo, las hifas lograron crecer en
direccién al angulo agudo al final del experimento. La resolucién de este obstaculo

ocurrio entre los dias 10 y 12 (Figura 17).

Figura 17. Crecimiento de P. dodgei en el canal con un angulo de 35°. A) Mono-cultivo. B)
Co-cultivo con Bacillus sp. 10.
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En el segundo obstaculo que corresponde a un canal con un angulo de 90°, las hifas
de P. dodgei crecieron en direccion a este obstaculo y termino de recorrerlo el dia 14,
cubriendo todo el espacio del canal. En interaccion con Bacillus sp. 10, en solo una
de las réplicas, las hifas de P. dodgei terminaron de recorrer este obstaculo en el dia

17. Las hifas presentaron diferentes direcciones al encontrarse con este obstaculo y

dos de las réplicas no lo completaron (Figura 18).

Figura 18. Crecimiento de P. dodgei en el canal con un angulo de 90°. A) Mono-cultivo. B) Co-

cultivo con Bacillus sp. 10.

En el tercer obstaculo que corresponde a un canal serpenteante, P. dodgei exploré el
espacio disponible y comenzé a crecer en direccién diagonal, siguiendo el patrén del
canal serpenteante. AbarcO casi todo el espacio en 17 dias. En interaccion con
Bacillus sp. 10, P. dodgei no terminé de recorrer el obstaculo, ya que su crecimiento
se detuvo al recorrer la mitad del canal serpenteante. Ademas, de todo su recorrido
por esta zona, las hifas no cubrieron todo el canal y presentaban diferentes

direcciones. Sin embargo, si seguian el patron del canal serpenteante (Figura 19).

Figura 19. Crecimiento de P. dodgei en el canal serpenteante. A) Mono-cultivo. B) Co-cultivo
con Bacillus sp. 10.
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En el cuarto obstaculo que corresponde a un canal con una pared frontal, observamos
que P. dodgei abarca toda el area del obstaculo, las hifas crecieron en direccion a los
dos canales disponibles, antes de pasar por la pared frontal. Este crecimiento terminé
el dia 10. El dia 17, P. dodgei también abarcé el canal en forma de Y, creciendo en
direccién a las dos salidas. En interaccién con Bacillus sp. 10, las hifas de P. dodgei
presentaron diferentes direcciones de crecimiento, ademas en dos réplicas, a P.
dodgei le resulté complicado crecer en direccion a los dos canales disponibles y tuvo
preferencia por crecer mas hacia una de las salidas que se encontraba en este

obstaculo. Este comportamiento se observo entre los dias 10 y 12. En solo una de las

réplicas, la interaccion hongo-bacteria comenzo6 a recorrer el canal en forma de Y
(Figura 20).

Figura 20. Crecimiento de P. dodgei en el canal con una pared frontal. A) Mono-cultivo. B) Co-

cultivo con Bacillus sp. 10.

En el quinto obstaculo, que corresponde a un canal con salida lateral, observamos
qgue la direccién de crecimiento de P. dodgei fue: hacia enfrente y hacia la salida
lateral. Este crecimiento finalizo el dia 17. En interaccion con Bacillus sp. 10, las hifas
de P. dodgei presentaban diferentes direcciones. Solo en una de las réplicas, la
interaccién hongo-bacteria terminé el obstaculo, creciendo solamente hacia la salida
lateral y ya no hacia enfrente. En las otras dos réplicas, la interaccion no terminé este

obstaculo (Figura 21).
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Figura 21. Crecimiento de P. dodgei en el canal con una salida lateral. A) Mono-cultivo. B) Co-
cultivo con Bacillus sp. 10.

Analisis estadisticos

Dado que se contaba con pocos datos, los analisis estadisticos para comparar el
crecimiento y la distancia recorrida por el hongo y la bacteria tanto en mono-cultivo
como en co-cultivo, no fue posible. Sin embargo, se elaboraron pruebas t-Student para
comparar la distancia recorrida por Bacillus sp. 10 y P. dodgei en mono-cultivo y co-
cultivo en el sitio 2 de inoculacién, y conocer el tiempo necesario para que la distancia

recorrida durante la interaccion entre los organismos fuera significativa.

En el co-cultivo observamos que Bacillus sp. 10 en el sitio 2 de inoculacion, presentd
crecimiento significativo a partir del dia 5, el cual corresponde a cuando se forma la
interaccion fisica con el hongo. Cabe recalcar que estos resultados son exploratorios

y son necesarias mas réplicas para robustecer el andlisis (Tabla 5).
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Tabla 5. Prueba t-Student por dias entre el mono-cultivo de Bacillus sp. 10 y el co-cultivo de

Bacillus sp. 10 y P. dodgei en el sitio 2 de inoculacién.

Dia 3
Bacteria en

mono-cultivo
Media 6.9705
Varianza 3.3930125
Observaciones 2
Coeficiente de correlacién de Pearson 1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 1.02056075
P(T<=t) una cola 0.24676107
Valor critico de t(una cola) 6.31375151
P(T<=t) dos colas 0.49352213
Valor critico de t (dos colas) 12.7062047

NO ES SIGNIFICATIVO

Dia 7

Bacteria en

mono-cultivo
Media 10.4575
Varianza 0.5886125
Observaciones 2
Coeficiente de correlacién de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 31.2601992
P(T<=t) una cola 0.01017912
Valor critico de t (una cola) 6.31375151
P(T<=t) dos colas 0.02035824
Valor critico de t (dos colas) 12.7062047

ES SIGNIFICATIVO

Dia 12
Bacteria en
mono-cultivo
Media 11.7615
Varianza 0.5886125
Observaciones 2
Coeficiente de correlacién de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad q
Estadistico t 20.706752
P(T<=t) una cola 0.01536034
Valor critico de t (una cola) 6.31375151
P(T<=t) dos colas 0.03072068
Valor critico de t (dos colas) 12.7062047
ES SIGNIFICATIVO

Bacteria en

co-cultivo
6.4245
1.1781125

2

Bacteria en
co-cultivo
59.114

2.056392
2

Bacteria en

co-cultivo
79.69
14.993288
2

Dia 5
Bacteria en
mono-cultivo
Media 8.356
Varianza 3.886472
Observaciones 2
Coeficiente de correlacion de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 15.0654738
P(T<=t) una cola 0.02109749
Valor critico de t (una cola) 6.31375151
P(T<=t) dos colas 0.04219497
Valor critico de t (dos colas) 12.7062047
ESSIGNIFICATIVO
Dia 10
Bacteria en
mono-cultivo
Media 10.949
Varianza 1.083392
Observaciones 2
Coeficiente de correlacién de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 23.3734263
P(T<=t) una cola 0.01361015
Valor critico de t (una cola) 6.31375151
P(T<=t) dos colas 0.0272203
Valor critico de t (dos colas) 12.7062047
ES SIGNIFICATIVO
Dia 14
Bacteria en
mono-cultivo
Media 12.921
Varianza 0.98
Observaciones 2
Coeficiente de correlacién de Pearson 1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 470.05
P(T<=t) una cola 0.000677182
Valor critico de t (una cola) 6.313751515
P(T<=t) dos colas 0.001354364

Valor critico de t (dos colas) 12.70620474
ES SIGNIFICATIVO

Bacteria en
co-cultivo
45.402
2.26845
2

Bacteria en
co-cultivo
71.2875
6.8117405
2

Bacteria en
co-cultivo
88.129
1.4792
2
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8. DISCUSION
8.1. Mecanismos microbianos para lidiar con barreras fisicas

A través de este experimento, observamos que la mayor parte de los hongos en
interaccion con las bacterias evaluadas, cruzaron las barreras fisicas establecidas. El
micelio estaria respondiendo a los recursos que hay del otro lado de las barreras
fisicas. Esto tiene relacion con lo que se ha observado en otros estudios. El micelio
cambia en respuesta a sefiales nutricionales, ambientales e interacciones con otros
organismos Yy esto es posible gracias al crecimiento, ramificacion, fusion y regresion
de las hifas, todo ello, a partir de procesos fisioldégicos relacionados con la distribucion
de los nutrientes a lo largo del micelio (Boddy & Jones, 2007). Estas sefiales, podrian
influir en el hongo vy dirigir la biomasa de éste, dando como resultado el movimiento
dirigido (BielCik et al., 2019; Nathan et al., 2008). Aun se desconoce la forma en la que
se toman y coordinan las sefiales y respuestas del micelio. Sin embargo, se cree que
se coordinan a través de procesos de comunicacion a larga distancia por varias células
y procesos de sefializacion rapida a larga distancia como los impulsos eléctricos
(Aleklett & Boddy, 2021; Friker et al.,, 2017). Por lo tanto, los hongos presentan
diferentes comportamientos, respuestas o estrategias ante el entorno biético y abioético
(Aleklett & Boddy, 2021), causando que estos puedan lidiar con diferentes barreras

espaciales para obtener recursos.

Sin embargo, Aspergillaceae sp. en interaccion con las bacterias evaluadas no logro
cruzar ninguna de las dos barreras fisicas establecidas. Esto puede deberse a que el
crecimiento de Aspergillaceae sp. se vio afectado por una competencia por los
nutrientes con las bacterias. En algunas BFI de competencia, los hongos y las
bacterias pueden sintetizar compuestos quimicos que actlan en mecanismos como
la interrupcién de la membrana celular, inhibicion de biosintesis de pared celular y
metabolismo primario (Deveau et al., 2018). Esto podria explicar los efectos negativos

observados en el crecimiento de Aspergillaceae sp.

A pesar de que fue complicado determinar el cruce bacteriano de las barreras fisicas
por problemas de contaminacion, creemos que, para las bacterias es dificil lidiar con
las dos barreras espaciales, ya que su crecimiento no es similar al que presentan los

hongos. En el suelo y sedimento, se ha observado que el tamafio pequefio de las
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bacterias junto con las caracteristicas del suelo y el sedimento, hacen que estos
organismos necesiten de otros mecanismos de dispersion para ampliar su influencia
y presencia; estos mecanismos pueden depender de organismos o vectores (Rebata-
Landa & Santamarina, 2006; Yang & van Elsas, 2018). Ademas, es posible que el
crecimiento de las bacterias se haya visto afectado por su interaccion con el hongo,
ya que se ha observado que, en algunas BFI se generan cambios en el desarrollo que
afectan la dispersién o formacion de biopeliculas en los organismos (Steffan et al.,
2020).

8.2. Comportamiento microbiano en el laberinto

Dado que dos laberintos controles del crecimiento de P. dodgei presentaron
contaminacion, recomendamos que los laberintos de acrilico deben ser esterilizados
a través del uso de luz UV por més tiempo, procurando que todos los espacios del
laberinto puedan ser esterilizados o sugerimos completar con el uso de métodos

quimicos de esterilizacion (Munker et al., 2018; Yavuz et al., 2016).
8.2.1. Bacteria
Efectos de la interaccién en la movilidad

La asociacion entre Bacillus sp. 10 y P. dodgei, es similar a otras asociaciones fisicas
entre hongos y bacterias en las cuales, las bacterias logran una mayor dispersion a
través de la adherencia fisica con los hongos filamentosos. Se sabe que algunos
microorganismos son inmdaviles, ya que no presentan estructuras especializadas para
la motilidad (pilis y flagelos) o no pueden moverse en determinadas condiciones (Muok
& Briegel, 2021). Sin embargo, se ha identificado una forma de dispersién en el suelo
conocida como “hitchhiking”, y que pueden llevar a cabo estos organismos. Esta
consiste en el desplazamiento de un organismo sésil gracias a la adherencia a otro
organismo que si puede moverse (Muok & Briegel, 2021). Debido a que, en las
micrografias de SEM, observamos que Bacillus sp. 10 esta adherida a las hifas de P.
dodgei a través de la secrecion de una sustancia adhesiva, creemos que este tipo de
transporte microbiano esta presente durante la interaccion. Por lo tanto, Bacillus sp.
10 se dispersé a mayores distancias gracias a un efecto de “hitchhiking” en las hifas
de P. dodgei (Warmink et al., 2011; Yang & van Elsas, 2018).
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Queda por analizar la composicion de la sustancia que permite la adherencia de
Bacillus sp. 10 a P. dodgei y la forma en la cual se sintetiza. Se han detectado
mecanismos implicados en el establecimiento de las BFI, (que incluye la adherencia
de las bacterias a las hifas de los hongos); como los sistemas de secrecion, pilis y
flagelos, quitinasas, macromoléculas de formacién de biopeliculas (polisacaridos,
proteinas, acidos nucleicos vy lipidos) y compuestos liberados por hongos durante la
BFI (por ejemplo, los compuestos carbonosos de bajo peso molecular) (Haq et al.,
2014). En algunos trabajos, se han reportado diferentes mecanismos por los cuales
las bacterias pueden adherirse a las hifas de los hongos. Dentro de estos
mecanismos, se ha mencionado que B. subtilis puede establecer biopeliculas a través
de la produccién de exopolisacéridos y fibras amiloides (componentes de la matriz de
la biopelicula) en los hongos Aspergillus niger y Agaricus bisporus (Kjeldgaard et al.,
2019). Ademas, se ha observado la union entre Gigaspora margarita, rizobios y
pseudomonas a través de la produccién de material extracelular que contiene celulosa
por parte de las bacterias (Bianciotto et al., 1996), asi como también la asociacion
entre dos cepas mutantes de Pseudomonas fluorescens CHAO y el hongo micorriza
Glomus intraradices a partir de la sintesis mejorada de polisacéaridos extracelulares
acidos (Bianciotto et al., 2001). En sitios extremos como el sistema oligotréfico de
fosforo Cuatro Ciénegas, México, se encontré la asociacion fisica por material
adhesivo fibroso entre Coprinellus micaceus 1y Aeromonas sp. 1 (Velez et al., 2018).

Sin embargo, otras sustancias como ramnolipidos podrian estar relacionados con la
adherencia bacteriana a las hifas. En un estudio experimental relacionado con la
influencia de ramnolipidos para la mejora de la adherencia de P. putida KT2442 y
Rhodococcus erythropolis 3586 a Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, encontraron
que los ramnolipidos mejoran la adhesion de P. putida KT2442 a las hifas de A.
brasiliensis ATCC 16404 (Hamzah et al., 2020). Asi pues, Bacillus sp. 10 estaria
secretando componentes adhesivos que le permiten adherirse a las hifas de P.

dodgei.

Asimismo, es necesario analizar las causas por las cuales durante la interaccién con
P. dodgei, Bacillus sp. 10 present6 una estructura que en la literatura es conocida
como esporiducto. Esta estructura ha sido observada en Clostridium sporogenes a

través de SEM, describiendo una abertura en el extremo del exosporio que rodea las
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esporas y permite la salida de células (Brunt et al., 2015). En otro estudio, se
analizaron las respuestas de B. subtilis en interaccion con Glycine max, en el que
notaron que B. subtilis desarroll6 esporiductos durante su crecimiento saprofito en G.
max que indican la formacion de endosporas (Sugiura et al., 2020). El estudio del
esporiducto presentado en Bacillus sp. 10 nos proporcionara mas informacion
respecto a su interaccion con P. dodgei asi como también el estado fisiolégico de la

Bacillus sp.10 durante la interaccion.

A través de observaciones durante el estudio de las BFI, se ha hipotetizado la manera
en la que se establecen las interacciones dependientes del contacto fisico. Estas
pueden ocurrir en primer lugar por la aproximacion de las células bacterianas y las
hifas a través de la produccion de una sefial o un proceso aleatorio para reconocerse
por las moléculas de sefial en las paredes celulares. Las bacterias se adhieren a las
hifas, fortaleciendo la interacciébn (en este punto las bacterias pueden mostrar
motilidad espasmadica); posteriormente las bacterias pueden influir en la fisiologia de
las células fungicas a través de proteinas efectoras, cambios en la composicion de su
sustancia polimérica extracelular para tener una adherencia permanente y motilidad
(por formacion de peliculas de agua de los hongos), crecimiento gracias a los
compuestos liberados por los hongos; ademas pueden formar biopeliculas alrededor
de las hifas y secretar quitinasas que degradan las paredes celulares de los hongos
(Haqg et al., 2014). Este seria el mecanismo que da como resultado el establecimiento

de la interaccion entre Bacillus sp. 10 y P. dodgei.

Es importante mencionar que la interaccion entre Bacillus sp. 10 y P. dodgei no es
igual a una fungal highway. Ya que, al observar la interaccion por microscopia
compuesta, no existe un desplazamiento de Bacillus sp. 10 a través de las hifas de P.
dodgei (BielCik et al., 2019), solo hay adherencia y una asociacion fisica. Por ello, se
requiere investigar mas detalles relacionados con este tipo de transporte, los efectos
en los microorganismos interactuantes y su influencia en el ecosistema donde estos

organismos habitan.

Con respecto al laberinto, Bacillus sp. 10 creci¢ radialmente en los tres sitios de
inoculacién en monocultivo. Sin embargo, de esta manera no pudo recorrer todos los
obstaculos colocados. Bacillus sp. 10 abarca una distancia mayor que cuando esta

asociada a P. dodgei y puede recorrer cuatro obstaculos del laberinto de esta manera.
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Esto tiene relacion con lo que se ha observado en otros estudios enfocados en los

mecanismos de dispersion para las bacterias presentes en el suelo.

Ademas, observamos que ocasionalmente Bacillus sp. 10 en interaccion con P. dodgei
puede separarse de esta asociacion y desplazarse individualmente por la orilla del
laberinto, a una distancia mayor. Esto puede deberse a que Bacillus sp. 10 pudo
interactuar con la superficie del canal del laberinto y continuar desplazandose durante
su interaccion con el hongo. Se ha observado que la adhesion de las bacterias a las
superficies solidas puede depender de las propiedades de la superficie como densidad
de la carga superficial (fuerza de van der Waals e interacciones electroestaticas)
humectabilidad, rugosidad, topografia, rigidez y efecto del flujo hidrodinamico (Zheng
et al., 2021). Ademas, en el género Bacillus, se han reportado dos tipos de motilidad:
“swarming” y “sliding”. EI movimiento “sliding” da como resultado que las células se
extiendan hacia afuera. (Harshey, 2003) y se ha encontrado que en este
comportamiento influyen moléculas como lipopéptidos como la surfactina, proteinas
hidrofobinas BslA y exopolisacaridos (Jautzus et al., 2022; Kovacs et al., 2017). Dado
que el “sliding” podria ser la causa por la que Bacillus subtilis coloniza superficies, se
han sugerido medios de cultivo que permiten analizar este comportamiento con mayor
detalle (Fall et al., 2006).

De acuerdo con las micrografias de SEM, Bacillus sp. 10 no presenta flagelos. Por lo
tanto, en monocultivo esta bacteria probablemente aprovecha las caracteristicas del
material con el cual fue elaborado el laberinto y llevar a cabo el tipo de motilidad
conocida como “sliding”. Sin embargo, este desplazamiento bacteriano presentado por

Bacillus sp. 10 requiere confirmarse y analizarse con mas detalle.
Implicaciones en el ecosistema

En ecosistemas terrestres, se ha observado que las caracteristicas de la matriz del
suelo como la humedad, conectividad de los poros con agua y aire presentes entre
las particulas del suelo, la textura del suelo (arenoso o arcilloso), la densidad,
compactacion y la hidrofobicidad son barreras para la propagacion bacteriana, de
manera que la dispersion de las bacterias ocurre a través de procesos pasivos (flujo
de agua, viento o a través de otros organismos), procesos activos (“swimming” por

flagelos, “swarming”, quimiotaxis, “twitching” por pilis tipo IV y “gliding” ) o incluso el
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uso de ambos tipos de procesos (Yang & van Elsas, 2018). A través del micelio y sus
mecanismos de redistribucion de biomasa, los hongos exploran espacios, responden
a cambios ambientales y a la distribucion de nutrientes; por las hidrofobinas pueden
cruzar espacios aire-agua e invadir poros de aire del suelo, de modo que los hongos

son vehiculos que facilitan el transporte bacteriano en el suelo (Deveau et al., 2018).

En el sedimento marino, se ha observado que estas barreras espaciales para los
microorganismos pueden tratarse del tamafio del poro, del tamafio de los espacios
entre los poros y la profundidad (Rebata-Landa & Santamarina, 2006). Se conoce,
ademas, que las bacterias marinas se mueven también a través de interacciones
ecoldgicas (simbiosis, competencia, parasitismo) con otros organismos (Grossart et
al., 2001). Recientemente se ha investigado acerca de las interacciones hongo-
bacteria en sedimentos marinos costeros contaminados con hidrocarburos aromaticos
policiclicos y se ha encontrado que los hongos seleccionan y permiten la dispersion
de bacterias a través de las “fungal highways” (Alvarez-Barragan et al., 2022; Alvarez-
Barragan et al., 2023). De manera que la dispersion de bacterias marinas a traves de
los hongos podria ser un mecanismo que ocurra en el sedimento de ventilas
hidrotermales de mar profundo, pueden llevar a cabo una asociacion fisica con los

hongos para mejorar su desplazamiento.

La asociacion fisica entre Bacillus sp. 10 y P. dodgei permite que Bacillus sp. 10
alcance una mayor distancia y mejore su dispersion. Estos microorganismos, fueron
aislados del sedimento del sistema hidrotermal conocido como la Dorsal de Alarcon
en el Sur del Golfo de California. Este sitio se caracteriza por ser un sistema de
basalto, con fluidos negros y chimeneas de 33 m de altura, compuestas de sulfuros
de hierro, cobre y zinc (Paduan et al., 2018). Tiene un sedimento de tipo lodo/barro
tobaceo, se han detectado ademas fragmentos de obsidiana, cristales de plagioclasa
rotos, foraminiferos benténicos y plancténicos, diatomeas, radiolarios, espiculas de
esponja y granulos fecales (Clague et al., 2018; Portner et al., 2015). En sitios
extremos como este, la dispersion de los microorganismos a través del sedimento
puede complicarse, sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que las

asociaciones fisicas entre hongos y bacterias podrian facilitar este proceso.

Las bacterias que se encuentran en estos sitios pueden llevar a cabo procesos como

la oxidacion de azufre/sulfuro, reduccion de azufre/sulfato, oxidacion anaerébica del
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metano, reduccion y oxidacion de hierro, entre otras (Espinosa-Asuar et al., 2020). Por
lo que su funcién es esencial en este ecosistema. En estudios acerca de los factores
ambientales que influyen en las comunidades de bacterias, arqueas y hongos en el
sedimento hidrotermal de la cuenca de Guaymas en el Golfo de California se encontrd
qgue las comunidades de arqueas y bacterias se encuentran en sitios especificos que
dependen de gradientes térmicos y geoquimicos, mientras que las comunidades
fungicas dependen de la profundidad del sedimento, pues en los sedimentos mas
profundos se encontraron levaduras y hongos filamentosos (Ramirez et al., 2021). Por
lo tanto, las interacciones maviles entre hongos y bacterias podrian influir en la
dispersién bacteriana y los sitios en los que podemos encontrar a determinados
grupos de bacterias, ademas, pueden ser importantes en la dindmica nutricional de
las ventilas hidrotermales, ya que los hongos y las bacterias realizan procesos

importantes en estos ecosistemas extremos.
8.2.2. Hongo
Estrategias utilizadas para laresolucién de los obstaculos del laberinto

Observamos que P. dodgei ocup6 toda el area de los canales del laberinto y resolvio
los cinco obstaculos establecidos. En estas barreras espaciales, observamos que P.
dodgei respondié a los cambios de direccidn, los siguié y ocupé todos los espacios
disponibles para su crecimiento. Esto tiene relacion con las respuestas de crecimiento
de los hongos observadas en otros estudios. Por ejemplo, se encontrd que N. crassa
y A. mellea pueden lidiar con barreras espaciales establecidas en dispositivos de

microfluidos a pesar de presentar diferentes respuestas (Held et al., 2009).

Gracias a estudios que analizan el comportamiento de hongos filamentosos en
estructuras microfluidicas que contienen una serie de obstaculos, se sabe que algunos
hongos como N.crassa y P. cinnabarinus muestran dos comportamientos al lidiar con
estructuras microfluidicas con obstaculos: memoria direccional y ramificacion inducida
por obstaculos (Held et al., 2019).

La memoria direccional ocurre cuando la hifa crece y cambia de direccion a causa de
un obstaculo inamovible, sin embargo, una vez que la hifa recorre este obstaculo,
recupera su direccion inicial de crecimiento. Se cree que en este proceso intervienen

el citoesqueleto, el Spitzenkérper (funciona como un giroscopio y mantiene la
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direccién de crecimiento inicial) e incluso, puede verse implicada la presion ejercida a
la pared de la hifa por el obstaculo (Held et al., 2019). Es importante recordar que en
las puntas de las hifas encontramos una maquinaria molecular responsable de este
crecimiento y orientacion: vesiculas secretoras (responsables de una membrana para
la extensién de la punta de la hifa), glicoproteinas y enzimas biosintéticas para
conformar el esqueleto de la pared de quitina y glucano; a partir de microtubulos las

vesiculas secretoras se envian al Spitzenkdrper (Brand & Gow, 2009).

En la ramificacion inducida por obstéaculos, se ha observado que en N. crassa después
de que una hifa tiene contacto con una estructura frontal, ocurre una ramificacion en
la punta de la hifa; mientras que para P. cinnabarinus se ha observado que esta
ramificacion ocurre detras del apice de la hifa. En este proceso, parece que estan
implicados la despolimerizacién de los microttbulos y deformacion de la pared celular
por presion de turgencia isotrépica (Held et al., 2019). Es importante mencionar que,
en algunos trabajos, se ha mencionado que algunos hongos llevan a cabo una
ramificacion de alta frecuencia, en la que el hongo explora caminos posibles, cualidad
gue observamos en P. dodgei (Hopke et al., 2021). Por consiguiente, los mecanismos
moleculares mencionados anteriormente son los responsables de las diferentes
respuestas de P. dodgei ante diferentes obstaculos espaciales y es gracias a estos
procesos, que logré abarcar toda el area del laberinto y lidiar con los cinco obstaculos
establecidos.

Con respecto a la respuesta de P. dodgei en cada uno de los cinco obstaculos
establecidos, P. dodgei siguid la direccion de crecimiento del obstaculo con un angulo
de 35°. Esto tiene similitud con lo observado en estudios de microfluidos para evaluar
la respuesta de N. crassa en diferentes obstaculos. Se ha notado que, en obstaculos
agudos, las hifas de N. crassa siguen el contorno del obstaculo y presentan un
comportamiento conocido como “nestling”. En este comportamiento, la hifa presenta
una desviacion cuando se encuentra con el obstaculo, el Spitzenkdrper cambia su
ubicacion apical central a la pared del obstaculo y una vez que ha recorrido el
obstéaculo, la hifa recupera su direccion de crecimiento y el Spitzenkérper vuelve a su

ubicacion central (Held et al., 2019).

Con respecto al obstaculo con un angulo de 90°, P. dodgei crecié siguiendo la

direccion de este obstaculo, una respuesta similar a lo observado en estudios de
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microfluidos con N. crassa (Held et al., 2019). En el caso del obstaculo con un canal
serpenteante, observamos que P. dodgei sigui6 la trayectoria de este obstaculo. De
acuerdo con trabajos de microfluidos con N. crassa, se ha observado que, durante
este tipo de obstaculos, el Spitzenkdrper es un giroscopio que conserva la memoria
direccional de crecimiento y el citoesqueleto se organizo por el camino de crecimiento
mas corto (Held et al., 2019).

En el obstaculo de pared frontal, las hifas crecieron siguiendo la direccion de las dos
salidas laterales de este obstaculo antes de encontrarse con la pared frontal. En el
caso del canal que presenta una forma de Y, P. dodgei también crecio en direccion a
las dos salidas que presentaba. En estudios de microfluidos, se ha observado un
comportamiento diferente, en el cual las hifas presentan un proceso conocido como
“hit & split”. En éste, las hifas se encuentran con la pared frontal y ocurre una
ramificacion de las hifas, dando origen a una hifa hija que sigue la direccién de
crecimiento inicial después de encontrarse con la pared frontal. Durante el proceso de
ramificacion, el Spitzenkorper desaparece y posteriormente cada hifa cuenta con su
Spitzenkdrper en el centro de la hifa (Held et al., 2019). En este caso, P. dodgei
presento una respuesta diferente. Sin embargo, si crecio en direccién a las dos salidas
después de encontrarse con una pared frontal. Mientras que, en el obstaculo de canal
con salida lateral, P. dodgei abarcé la salida lateral pero también continu6 creciendo
hacia enfrente. Las observaciones obtenidas en N. crassa son similares, ya que
cuando una hifa pasa por una salida lateral, presenta una ramificacion y crece en
direccién a esa salida lateral pero también continta creciendo en direccion apical (Held
et al., 2019). De manera que el crecimiento de P. dodgei mostré6 semejanzas con el
reportado para N. crassa, P. cinnabarinus y otros hongos y podria estar llevando a

cabo estrategias como la memoria direccional y ramificacion inducida por obstaculos.
Efecto del co-cultivo en la orientacidon de las hifas y la motilidad

Nuestros resultados denotan un efecto detrimental en la orientacion y crecimiento de
las hifas de P. dodgei asociadas a Bacillus sp. 10. Ademas, el micelio no abarco todos
los espacios del canal y los cambios de direcciones entre obstaculos fueron
complicados de seguir. Con respecto a los cinco obstaculos evaluados, P. dodgei en
interaccién con Bacillus sp. 10, presentd problemas para seguir la direcciéon de

crecimiento de todos los obstaculos. Ademas, necesitdé mas dias para terminar de
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recorrer el laberinto. P. dodgei en interaccion con Bacillus sp. 10, no termind de

recorrer el obstaculo conocido como canal serpenteante.

Esto puede deberse a la secrecion de una sustancia adhesiva por parte de Bacillus
sp. 10. En algunos estudios, se ha observado que las bacterias pueden afectar el
desarrollo de los hongos a través de la secrecion de polisacaridos extracelulares, ya
que, debido a estos compuestos, las bacterias pueden llevar a cabo comportamientos
de necrotrofia y biotrofia extracelular. En la necrotrofia, las bacterias secretan
proteinas o toxinas de bajo peso molecular que provocan que las hifas se
permeabilicen y se lisen provocando que el metabolismo del hongo se inhiba, matando
a las células fungicas. Con respecto a la biotrofia extracelular, las bacterias no matan
las hifas del hongo, sino que colonizan las superficies de las hifas, utilizan los
nutrientes exudados por el hongo, pueden tolerar o suprimir la produccion de
metabolitos antibacterianos por parte del hongo y modular el metabolismo del hongo
para liberar nutrientes (Leveau & Preston, 2008). Este tipo de estrategias bacterianas
pueden ser las causantes de un efecto negativo en el crecimiento y orientacién de P.
dodgei.

Importancia en el ecosistema

Auln se continda estudiando el papel ecoldgico de los hongos que habitan el sedimento
de las ventilas hidrotermales, sin embargo, algunos estudios de diversidad a través de
muestras del sedimento de estas ventilas han mostrado que estos organismos
desemperfian funciones ecologicas como saprobios y establecen simbiosis con otros
organismos (Velez et al., 2022). Ademas, se han estudiado las BFI en estos sitios y
se ha encontrado que se presentan mayormente interacciones de tipo antagonista, sin
embargo, también lograron encontrarse interacciones de tipo mutualista, lo que al
parecer nos estaria demostrando que estas interacciones cambian con el tiempo y
gue el establecimiento de estas interacciones tendria influencia en el metabolismo de

los organismos interactuantes (Hernandez-Monroy, 2019).

Los mecanismos de dispersion de bacterias en el sedimento marino recientemente se
estan conociendo. Los hongos y las bacterias que habitan el sedimento de ventilas
hidrotermales, participan en el flujo de nutrientes de estos sitios y hay estudios que
analizan su diversidad y biogeografia. Sin embargo, los mecanismos de dispersién e
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interacciones entre hongos y bacterias que habitan el sedimento de ventilas
hidrotermales es poco conocido. Se requieren estudios que identifiquen estos
procesos, asi como también los componentes que permiten el establecimiento de la
interaccion entre bacterias y hongos y sus efectos en los organismos interactuantes.
Finalmente, es necesario analizar el impacto de este tipo de interacciones de
desplazamiento en la comunidad de organismos que habitan las ventilas

hidrotermales.
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9. CONCLUSIONES

o No observamos la formacion de carreteras fangicas entre Bacillus sp. 10y P.
dodgei, sino que presentaron una asociacion fisica que en la literatura es
conocida como “hitchhiking” y que beneficia el desplazamiento de Bacillus sp.
10, ya que gracias a su asociacion con P. dodgei, incrementé su
desplazamiento y superé mas rapidamente los obstaculos del laberinto. Sin
embargo, la adherencia de Bacillus sp. 10 a las hifas de P. dodgei, genero un
efecto detrimental, provocando problemas en el crecimiento y orientacion de
las hifas, por lo que entre estos organismos encontramos caracteristicas de una
interaccion antagonista.

o El “hitchhiking” puede ser un mecanismo de dispersion importante para las
bacterias que habitan el sedimento de ventilas hidrotermales de mar profundo,
influyendo en la dispersion de las bacterias y hongos, asi como también, en el
flujo de nutrientes de estos sitios.

o La construccion de un laberinto de acrilico que contiene diferentes obstaculos
nos permitié analizar los mecanismos de dispersion, toma de decisiones y
crecimiento de hongos y bacterias en interaccion aislados del sedimento de la
Dorsal de Alarcon y comparar sus respuestas. Sin embargo, esta herramienta
requiere mejorar los métodos por los cuales se esteriliza con el fin de mejorar
y continuar su uso.

o Penicillium dodgei supero los cinco obstaculos (canales con angulos de 35°,
angulos de 90°, serpenteante, paredes frontales y salidas laterales)
establecidos en el laberinto, abarcando todos los espacios disponibles para su
crecimiento, por lo que consideramos que presentd una ramificacion de alta
frecuencia. Sin embargo, en interaccidbn con Bacillus sp. 10, presenté
problemas de direccionalidad, crecimiento y tarda mas tiempo en abarcar todo
el espacio de este obstaculo, por lo que consideramos que P. dodgei presenta
una ramificacion de baja frecuencia. Es importante mencionar que, en algunos
obstaculos, Bacillus sp. 10, se separ6 de P. dodgei desplazandose por la orilla

de los canales.
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10. PERSPECTIVAS

Se requiere analizar con mayor detalle las interacciones hongo-bacteria aislados del
sistema hidrotermal del sur del Golfo de California, con el fin de conocer como es la
dindmica de estas interacciones, sus efectos en los organismos interactuantes y en el

funcionamiento de las ventilas hidrotermales.

Se necesita realizar estudios que profundicen en las interacciones “hitchhiking” entre
hongos y bacterias aisladas del sedimento de ventilas hidrotermales de mar profundo
para comprender cuéles son sus efectos en el ecosistema, en la evolucion y

caracteristicas de los organismos.

Son necesarios mas estudios para saber la composicién quimica y proceso de sintesis
de la sustancia que utiliza Bacillus sp. 10 para adherirse a P. dodgei y entender mejor

esta interaccion.
Se recomienda ahondar en el estudio del esporiducto en Bacillus sp. 10.

Se sugiere que se realicen mas estudios acerca de los mecanismos de respuesta ante
diferentes obstaculos espaciales tanto en hongos como en bacterias y durante las

interacciones gque se establecen en estos organismos.
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