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IPCC: Intergovernmental Panel on Climate Change (Grupo Intergubernamental de 
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LTI: Laboratorio de Técnicas Instrumentales 

NGS: Next Generation Sequencing o secuenciación de nueva generación  

NMDS: escalado multidimensional no métrico 

OTU: Operational Taxonomic Unit o Unidad Taxonómica Operativa 
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RESUMEN 

El cambio climático y la acción humana afectan negativamente a la biodiversidad de los 

ecosistemas mediterráneos, dando lugar a su deterioro y desintegración, debido al 

cambio del clima y a las modificaciones del uso de la tierra. Estudios recientes se centran 

en evaluar la actividad de la biodiversidad fúngica de los ecosistemas mediante el 

empleo de técnicas moleculares de secuenciación de nueva generación (NGS) como el 

metabarcoding. En el presente trabajo se pretendió caracterizar la biodiversidad fúngica 

y contrastar si había diferencias en la diversidad fúngica detectada entre árboles sanos 

y enfermos de cuatro ecosistemas mediterráneos distintos de Castilla y León (España). 

Para ello se seleccionaron cuatro zonas de árboles de distintas especies ubicadas en la 

provincia de Salamanca. Cada una de las zonas estaba dividida en 3 parcelas de 

árboles sanos y 3 parcelas de árboles enfermos. De cada parcela se tomó una muestra 

de madera de 5 árboles para realizar la extracción de ADN con dos métodos diferentes, 

la secuenciación mediante metabarcoding y el análisis bioinformático de los resultados. 

Se ha observado que no hay diferencias significativas entre parcelas sanas y enfermas 

de una misma zona. A nivel de filo, se ha observado una predominancia del filo 

Ascomycota en los hongos patógenos de planta y del filo Basidiomycota en los hongos 

saprótrofos, tanto en muestras sanas como en enfermas. Este estudio contribuye al 

desarrollo de la caracterización de la diversidad fúngica mediante técnicas moleculares 

como una interesante alternativa complementaria al resto de técnicas tradicionales de 

identif icación para conocer posibles enfermedades en plantas. 

 

Palabras clave: diversidad, ecosistemas mediterráneos, hongos, metabarcoding.  
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 ABSTRACT 

Climate change and human action negatively affect the biodiversity of Mediterranean 

ecosystems, leading to their deterioration and disintegration, due to climate change and 

land use modifications. Recent studies are focused on assessing the activity of fungal 

biodiversity in ecosystems using next-generation sequencing (NGS) molecular 

techniques such as metabarcoding. In the present work we aimed to characterize fungal 

biodiversity and to contrast if there were differences in fungal diversity detected between 

healthy and diseased trees in four different Mediterranean ecosystems of Castilla y León 

(Spain). For this purpose, four zones of trees of different species located in the province 

of Salamanca were selected. Each of the zones was divided into 3 plots of healthy trees 

and 3 plots of diseased trees. From each plot a wood sample of 5 trees was taken for 

DNA extraction using two different methods, sequencing by metabarcoding and 

bioinformatic analysis of the results. It has been observed that there are no significant 

differences between healthy and diseased plots in the same area. At the phylum level, a 

predominance of the phylum Ascomycota in plant pathogenic fungi and of the phylum 

Basidiomycota in saprotrophic fungi was observed in both healthy and diseased 

samples. This study contributes to the development of the characterization of fungal 

diversity by molecular techniques as an interesting complementary alternative to other 

traditional identif ication techniques to identify possible plant diseases. 

 

Key words: diversity, fungi, Mediterranean ecosystems, metabarcoding. 
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1.  INTRODUCCIÓN 

1.1.  Cambio climático y biodiversidad  

Según la Convención Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climático 

(CMNUCC) el cambio climático se define como “cambio del clima asociado directa o 

indirectamente a la acción antropogénica que afecta a la composición atmosférica y 

comprende la variación natural del clima registrada durante períodos de tiempo 

semejantes”. Asimismo, considera importante diferenciar el cambio climático debido a 

la acción humana, que afecta principalmente a la composición de la atmósfera, frente el 

cambio climático a causa de fenómenos naturales (IPCC, 2013). En la actualidad, existe 

la necesidad de hacer frente a diversos retos basados en la conservación de la 

naturaleza, ya que cada vez se tiene más conocimiento de que están implicados en la 

protección de los ecosistemas de los impactos del cambio climático. Entre estos retos 

se encuentran la mitigación del cambio climático y su adaptación, la protección de la 

biodiversidad y la garantía del bienestar humano (Seddon et al., 2020). 

Si nos centramos en la biodiversidad, ésta se define como todo tipo de vida en la que 

se incluyen las variabilidades entre genes, especies y rasgos funcionales. Suele medirse 

como la riqueza (número de especies observadas en un lugar) y la uniformidad (medida 

de la homogeneidad en la distribución entre las especies de un lugar) (Cardinale et al., 

2012). Cada vez son más los estudios que documentan los efectos del cambio climático 

sobre la pérdida de biodiversidad, tanto a nivel de ecosistemas como de especies, pero 

sin llegar a nivel de diversidad genética intraespecífica. Esto es posible gracias al 

empleo de técnicas moleculares, como por ejemplo, el metabarcoding (Bálint et al., 

2011) que permite identificar niveles de biodiversidad por debajo de morfoespecie.  

La continua pérdida de biodiversidad supone un reto a nivel internacional en el siglo XXI 

(Thomsen & Willerslev, 2015), ya que en los últimos años se ha demostrado  que afecta 

negativamente al funcionamiento de los ecosistemas y disminuye la eficiencia con la 

que se obtienen recursos (alimentos o biomasa), se descompone la materia orgánica y 

se reciclan algunos nutrientes esenciales (Cardinale et al., 2012; García-Vega & 

Newbold, 2020). Asimismo, provoca el deterioro de los ecosistemas originales por su 

pérdida y desintegración, lo que favorece el aislamiento de hábitats y la desaparición de 

especies y podrá afectar en un futuro a la viabilidad de sus poblaciones (Fernández et 

al., 2020). Por todo ello, resulta necesario conocer la forma en la que se distribuyen las 

especies y los cambios  en la dimensión de las poblaciones a lo largo del tiempo para 
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conservar la biodiversidad de los ecosistemas y realizar un seguimiento biológico de 

esta (García-Vega & Newbold, 2020; Thomsen & Willerslev, 2015). 

Como se ilustra en la Figura 1 la biodiversidad está en el origen de las funciones que 

pueden desarrollar los ecosistemas. Estas funciones son aprovechadas como servicios 

por las poblaciones humanas que, a su vez, contribuyen a un cambio climático global 

que acaba modificando esas funciones de los ecosistemas.  

 

Figura 1. Impacto de biodiversidad sobre los ecosistemas y el papel transformador de los 
seres humanos en ellos (Cardinale et al., 2012). 

 

1.2.  Biodiversidad microbiana en ecosistemas mediterráneos 

De los ecosistemas terrestres, los ecosistemas mediterráneos son los más amenazados 

por la pérdida de biodiversidad debido a los cambios del uso de la tierra (Sala et al., 

2000; Wood et al., 2017) y las modificaciones del clima, como el aumento de la 

temperatura, la extensión de los períodos de sequías, los incendios más frecuentes y 

las situaciones extremas impredecibles (Aguilera et al., 2020; Castro & Castro, 2019; 

Henne et al., 2015; Kavadia et al., 2020; Newbold et al., 2020; Raftoyannis et al., 2014). 

Para facilitar la adaptación de los microorganismos y para mitigar los graves efectos  del 

cambio climático y de la acción humana en los ecosistemas mediterráneos, se considera 

necesaria la creación de resiliencia mediante la gestión de la biodiversidad fúngica a 

través de sistemas agroforestales, que permiten un mejor control de plagas y 
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enfermedades (Aguilera et al., 2020; Lasco et al., 2014) provocadas en general por 

insectos y hongos (Maghnia et al., 2019). 

La biodiversidad fúngica de los ecosistemas se traduce en la existencia de una multitud 

de estrategias de supervivencia, que incluyen la nutrición y la interacción con otros 

microorganismos. Esto supone un reto de gran envergadura para los investigadores que 

pretenden descifrar las relaciones entre ellos y las principales funciones que 

desempeñan (Bajpai & Johri, 2017; Nilsson et al., 2019a). Las características de los 

hongos se ven modificadas en función de los factores abióticos, la localización 

geográfica, los efectos del cambio climático y los factores ambientales de los 

ecosistemas, e influyen sobre la aptitud de los ecosistemas. Por ejemplo, la composición 

y la abundancia de los hongos patógenos, endófitos, saprótrofos y micorrícicos se ven 

afectadas por las variaciones en la composición y diversidad de especies vegetales en 

los diferentes hábitats (Saitta et al., 2018). Por ello, resulta conveniente estudiar la 

contribución de los diferentes hongos en los ecosistemas (Bajpai & Johri, 2017; Nilsson 

et al., 2019a; Scoma & Vorholt, 2018).  

Para evaluar la actividad de la biodiversidad fúngica en los ecosistemas, una tendencia 

actual en los estudios de investigación es comparar diferentes ecosistemas 

mediterráneos y analizar cuáles de los parámetros relacionados con la biodiversidad 

fúngica afecta a la fertilidad del suelo y a la frecuencia de aparición e intensidad de las 

enfermedades provocadas por hongos. Uno de estos estudios es el de Francaviglia et 

al., (2017), en el cual se comparó el efecto de intensificación del uso de la tierra en cinco 

ecosistemas diferentes (viñedo con laboreo, viñedo con cubierta vegetal, viñedos 

antiguos, cultivo de heno y pastos, y alcornocal) en el noreste de Cerdeña. Se observó 

que tanto el pasto como el alcornocal presentaron mayor contenido de carbono orgánico 

en el suelo que el resto de los ecosistemas estudiados y un mayor índice de fertilidad 

biológica en el último, lo que supone un incremento en el mantenimiento del ecosistema 

en cuanto a fertilidad biológica del suelo y diversidad microbiana. En el caso de los 

estudios de Costa et al., (2021) y Gomes et al., (2018) se compararon la biodiversidad 

fúngica presente en las hojas y las ramitas de olivos de diferentes plantaciones, en los 

que observaron diferencias de composición fúngica en función del órgano vegetal 

estudiado. En el estudio de  Costa et al., (2021), obtuvieron una mayor abundancia 

fúngica endófita en las ramitas que en las hojas, lo que indica la influencia del tipo de 

órgano sobre la biodiversidad fúngica. En cambio, en el estudio de Angelini et al., (2016) 

se comparó la biodiversidad fúngica en cuanto a su composición y distribución en 
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diferentes bosques autóctonos y de plantación de distintas regiones de Italia, y pudieron  

observar la influencia de las características específicas de cada zona de estudio y de la 

especie del árbol sobre la biodiversidad fúngica encontrada. 

 

1.2.1. Ecosistemas mediterráneos en Castilla y León 

Los ecosistemas mediterráneos se caracterizan por presentar un clima con veranos 

calurosos y secos con riesgo de incendios, y otoños e inviernos frescos con 

precipitaciones (Scarascia-Mugnozza et al., 2000) y surgen de la interacción del clima 

con alteraciones antropogénicas, especialmente ligadas a actividades como el cultivo, 

el pastoreo y la explotación de madera y leña (Castro & Castro, 2019). Dicho clima se 

prevé que se vea modificado como consecuencia del efecto de la acción antropogénica, 

por lo que se esperan un descenso de la frecuencia de precipitaciones, un incremento 

de los períodos de sequía y el aumento de la frecuencia de situaciones extremas,  todo 

lo cual incrementa el riesgo de pérdida de biodiversidad (Castro & Castro, 2019). 

Tomando como ejemplo los incendios, está muy bien documentado que muchos de los 

ecosistemas mediterráneos se caracterizan por ser resistentes a los incendios y 

depender de ellos para mantenerse, para renovar bosques y controlar daños de plagas 

y enfermedades, ya que han sufrido incendios reiteradamente a lo largo de su evolución 

histórica (Ojeda, 2020). Sin embargo, los incendios de forma frecuente y a gran escala, 

derivados del cambio climático, conllevan graves consecuencias sobre la biodiversidad, 

el suelo, la calidad del aire y el agua y el paisaje (EEA, 2021). 

Dentro de los ecosistemas mediterráneos, resulta muy interesante el estudio de los 

entornos agroforestales, ya que son considerados como sistemas socio-ecológicos de 

gran importancia para conservar la biodiversidad del medio, que como ya se ha indicado 

previamente, es la responsable de mantener la estabilidad de los ecosistemas y de que 

estos aporten servicios (Balzan et al., 2020; Castro & Castro, 2019).  

En los ecosistemas mediterráneos se considera a los árboles como los principales 

productores de materia orgánica y suponen la principal fuente de alimentación de una 

gran cantidad de organismos. Entre ellos se cuentan insectos, hongos, bacterias, virus 

y nemátodos, algunos de estos últimos, causantes de plagas y enfermedades en la 

vegetación forestal (Gil Sánchez et al., 2007). Estos microorganismos son 

fundamentales para el funcionamiento de los ecosistemas (Martin et al., 2011; Pérez-
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Magariño et al., 2015), aunque  todavía son poco conocidos en los ecosistemas 

mediterráneos (Saitta et al., 2018). Entre las diferentes comunidades de plantas, 

animales y hongos de los ecosistemas se establecen relaciones parasitarias y 

mutualistas entre los microorganismos, que ponen de manif iesto el estado de salud y 

las condiciones medioambientales en las que se encuentran los organismos huéspedes 

(Bahram et al., 2011; Nilsson et al., 2019a). Especialmente, cabe destacar la función 

que desempeñan los hongos y su conservación en los ecosistemas, ya que intervienen 

en numerosos procesos esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas y para 

su adaptación al cambio climático (Venice et al., 2021). 

Los ecosistemas mediterráneos se pueden encontrar en 31 países, incluida España 

(Venice et al., 2021) que abarca una de las regiones de ecosistemas mediterráneos más 

extensas de España y de la Unión Europea: Castilla y León (Gil Sánchez et al., 2007). 

Presenta una superficie de 9.422.309 ha destinada al aprovechamiento, de las que el 

37% son tierras de cultivo (cultivos herbáceos, barbechos y cultivos leñosos), el 24% los 

prados y los pastizales (prados naturales, pastizales y erial a pastos), el 32% el terreno 

forestal (monte maderable, monte abierto y monte leñoso) y el 7% otras superficies 

(terreno improductivo, superficie no agrícola y ríos y lagos) (Junta de Castilla y León, 

2021). Del total de la superficie de Castilla y León, 5,0 millones de ha son de suelo 

forestal (52%), y 3.038.645 ha corresponden a superficie forestal arbolada (32%), lo que 

representa la mayor ratio de España (Consejo Económico y Social de Castilla y León, 

2020). 

La mayor parte del territorio castellanoleonés se incluye en la región mediterránea que 

se caracteriza por presentar veranos cálidos y secos, y altitudes elevadas (entre los 600 

y 1000 m sobre el nivel del mar), lo que ofrece cierta continentalidad que repercute en 

la vegetación forestal. Igualmente, presenta una gran variedad de medios naturales 

distribuidos por las muchas comarcas que abarca, ya que comprende una gran 

diversidad de climas, suelos y actividades humanas que permiten que existan 

ecosistemas mediterráneos como bosques termófilos y xerófilos, bosques de coníferas 

de alta montaña, montes mediterráneos, extensos bosques caducifolios de especies 

eurosiberianas y sotos y bosques de ribera. Entre estos ecosistemas, predominan los 

bosques de especies de hoja perenne y resistentes de géneros como Quercus, Pinus y 

Juniperus (Gil Sánchez et al., 2007). Estos ecosistemas presentan una elevada 

biodiversidad endémica modelada por la acción antropogénica. En este caso, los 

ecosistemas mediterráneos de Castilla y León no se encuentran amenazados por un 
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incremento de la población o la sobreexplotación, sino por el abandono rural y la 

desertización (San Miguel Ayanz et al., 2011). 

Respecto a los servicios que aportan los ecosistemas mediterráneos de Castilla y León 

a la sociedad gracias al funcionamiento de estos, se pueden clasificar en cuatro tipos 

(Consejo Económico y Social de Castilla y León, 2020):  

• Servicios de aprovisionamiento:  engloba los bienes y las materias primas que 

aporta cada uno de los ecosistemas como, por ejemplo, madera, alimentos, etc. 

• Servicios de soporte:  comprenden la biodiversidad y los procesos biológicos 

naturales de los ecosistemas para que exista el resto de los servicios 

ecosistémicos.  

• Servicios de regulación:  incluye aquellos servicios que se obtienen de la 

regulación de los procesos que tienen lugar en los ecosistemas, como la fijación 

de carbono, la protección de los suelos contra la degradación y erosión, el ciclo 

del agua, etc. 

• Servicios culturales:  hace referencia a aquellos servicios asociados con el ocio 

y tiempo libre. 

 

1.2.2. El reino de los hongos  

El reino de los hongos es muy amplio, abarca una gran diversidad genética (Peay et al., 

2016) y está en continua revisión en cuanto a la adscripción taxonómica y la 

nomenclatura de las especies (Richards et al., 2017). Engloba más de 3,8 millones de 

especies distribuidas por todo el planeta en diferentes ecosistemas, sobre todo en 

ecosistemas terrestres (Nilsson et al., 2019a). A pesar de su importancia económica 

(Lücking et al., 2021), ya que presentan una gran influencia sobre las actividades del 

hombre, se caracterizan por ser microorganismos omnipresentes difíciles de identificar, 

al ser el resultado de una evolución convergente, (Mueller & Schmit, 2007) cuyo 

conocimiento es menor que para otros grupos de organismos, por lo que se considera 

insuficiente (Nilsson et al., 2019a; Peay et al., 2016). Participan en procesos 

fundamentales de los ecosistemas como en la propagación o biocontrol de 

enfermedades y plagas, en la obtención de biocombustibles, aditivos de alimentos, 
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enzimas y productos de la industria farmacéutica (Lücking et al., 2021), en el ciclo de 

carbono (Martin et al., 2011), en la descomposición de la materia orgánica y en las 

diferentes asociaciones tanto beneficiosas como antagónicas con plantas y animales 

(Spatafora et al., 2017).  

A partir de la aparición de tecnologías moleculares que permiten analizar la compleja 

diversidad de microorganismos existentes en la naturaleza y dar solución a problemas 

medioambientales, se ha incrementado el interés por el conocimiento del micobioma 

(Bajpai & Johri, 2017; Scoma & Vorholt, 2018), definido como el conjunto de genomas 

de comunidades microbianas que habitan en un medio definido (Reinhold-Hurek et al., 

2015). Junto al estudio del micobioma, surge la necesidad de revisar  la clasificación y 

la nomenclatura de los hongos (Lücking et al., 2021) y mejorar la compresión de la 

estructura poblacional y las funciones de cada uno de ellos (McCarthy & Fitzpatrick, 

2017). Este conocimiento tanto ecológico como taxonómico de especies incluso aun no 

descubiertas, resulta importante para la conservación y la utilización de la biodiversidad 

(Saitta et al., 2018). Sin embargo, antes del empleo de técnicas moleculares, se 

analizaban los hongos comparando las características morfológicas o bioquímicas de 

cada uno de ellos para su identif icación, lo cual limitaba el conocimiento de algunas 

especies fúngicas de este amplio reino (McCarthy & Fitzpatrick, 2017). 

La mayor parte de los hongos se ocultan en los sustratos donde viven (Heilmann-

Clausen et al., 2015). Entre los sustratos se encuentran los diferentes órganos de las 

plantas, los cuales interactúan con los microorganismos presentes en el medio, como 

los hongos. De estos se tiene conocimiento su diversidad y contribución al estado 

sanitario de las plantas, la caída de las hojas y la descomposición de estas. 

La mayor parte de las especies de hongos son saprótrof as, organismos 

descomponedores de materia orgánica, biopolímeros como la celulosa y polisacáridos 

como la quitina (Peay et al., 2016). Recientemente se ha descubierto el amplio grupo de 

los hongos endófitos en el interior de las plantas sin causar síntomas de daño (Reinhold-

Hurek et al., 2015). Se conocen como hongos endófitos a aquellos que viven en el 

interior de los tejidos vegetales de las plantas (Peay et al., 2016). Suelen ser 

inapreciables a simple vista, pudiendo ser mutualistas, comensales, parasitarios o 

patógenos en estado latente (Schlegel et al., 2018), que pasan la mayor parte de su 

ciclo vital en las plantas sin causar daños (Reinhold-Hurek et al., 2015). Según  Schlegel 

et al., (2018) no se conocen lo suficiente las interacciones de dichos hongos con las 

plantas huésped, pero se sabe que las protegen del estrés abiótico, pueden variar su 
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resistencia frente a los patógenos y favorecer el intercambio de nutrientes. Sin embargo, 

existen algunos endófitos que pueden presentar efectos adversos sobre las plantas 

huésped en el caso de cambiar las condiciones del medio, de forma que pasan a actuar 

como parásitos (Nilsson et al., 2019a). Por ello, es importante comprender la forma de 

vida de los hongos para conocer sus funciones ecológicas y su impacto sobre las 

diversas comunidades vegetales de cada ecosistema (Martin et al., 2011), pero  aún se 

desconocen los diferentes agentes y acciones responsables de la actividad de las 

comunidades de los hongos endófitos (Faticov et al., 2021) 

Dentro de los endófitos, los ascomicetos son los más abundantes en las hojas, seguidos 

de los basidiomicetos (Nilsson et al., 2019a). Los ascomicetos son hongos 

pertenecientes al f ilo Ascomycota, y comprenden los hongos formadores de líquenes y 

los principales hongos patógenos de cultivos agrícolas responsables de causar 

enfermedades en las plantas que, junto con los oomicetos y las bacterias patógenas, 

dan lugar a graves pérdidas agrícolas (Hua et al., 2018; Peay et al., 2016). 

Dentro de los hongos basidiomicetos se encuentran los hongos ectomicorrícicos y los 

descomponedores de la madera, (Peay et al., 2016), destacando el grupo 

Agaricomycotina. Este engloba a los hongos de la podredumbre blanca responsables 

de la despolimerización y mineralización de la lignina que utilizan para obtener energía 

y  carbono a partir de los carbohidratos de la pared celular (Martin et al., 2011). 

A continuación, se recogen las temáticas y las principales conclusiones las que han 

llegado los pocos estudios de metagenómica en los que se describen las comunidades 

fúngicas presentes en ecosistemas mediterráneos.  

Entre los primeros estudios de descripción e identif icación de hongos en ecosistemas 

mediterráneos, se cuentan el de Saitta et al., (2018) y el de Ruiz Gómez et al., (2019) 

realizados mediante metabarcoding. En ellos compararon la diversidad fúngica de 

suelos de ecosistemas mediterráneos con especies forestales del género Quercus 

donde observaron un notable predominio de basidiomicetos, seguido de ascomicetos y 

zigomicetos. En el caso del estudio de Saitta et al., (2018) se concluyó que la riqueza 

de especies de árboles presentes en el medio influyen sobre la riqueza y diversidad de 

hongos endófitos, mientras que los factores abióticos (la altitud, el clima y la edafología) 

apenas influyen. En cambio, en el estudio de Ruiz Gómez et al., (2019) observaron que 

el estado sanitario de las encinas afectadas por la seca y la abundancia de patógenos 

oomicetos, vegetales y saprótrofos, tenían cierta influencia sobre los basidiomicetos.  
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También hay unos pocos estudios de descripción e identificación de diversidad fúngica 

en suelos forestales. En ellos trabajan con muestras de suelos de castaños de más de 

100 años de ecosistemas mediterráneos de Portugal,  y en ambos (Baptista et al., (2015) 

y Reis et al., (2017)), observaron una elevada diversidad fúngica en la cual 

predominaban los ascomicetos seguidos de basidiomicetos y, en menor proporción, los 

zigomicetos. 

Otros estudios se centran en la identif icación de hongos a partir de hojas mediante 

metabarcoding. En uno de ellos, Fernandez-Conradi et al., (2019), identificaron hongos 

endófitos de las hojas de castaños y de las agallas producidas por la avispa invasora, 

Dryocosmus kuriphilus, en el sur de la Toscana (Italia) y observaron diferencias en la 

riqueza y la diversidad de hongos endófitos entre las hojas y las agallas analizadas, 

siendo mayor en los tejidos de las hojas con predominio de los ascomicetos. Del mismo 

modo, Taudière et al., (2018) identif icaron una comunidad de hongos endófitos de 

ascomicetos en hojas de pino negro corso en el estudio realizado en la isla de Córcega. 

 

1.3. Medición de la biodiversidad basada en secuenciación   

1.3.1. La secuenciación nucleotídica 

Las técnicas tradicionales de medida de biodiversidad, como las técnicas de cultivo puro 

o estudios genéticos basados en la secuenciación enzimática de Sanger, desarrollada 

en los años 70 (Sanger & Coulson, 1975), tienen grandes  limitaciones a la hora de 

estudiar la complejidad de las comunidades microbianas de los diferentes ecosistemas 

(Deiner et al., 2017; Fuhrman, 2009; Ruppert et al., 2019), ya que muchos 

microorganismos no son cultivables y la secuenciación de Sanger sólo permite 

estudiarlos de uno en uno. Debido a esto, cada vez más se emplean las técnicas meta-

ómicas para el estudio de la biodiversidad microbiana (Abdelfattah et al., 2018).  

A principios del siglo XXI, aparecieron los métodos de pirosecuenciación y Next 

Generation Sequencing (NGS) o secuenciación de nueva generación. Estas últimas son 

actualmente denominadas High-Throughput Sequencing (HTS) o secuenciación 

masiva, surgidas de nuevas generaciones de secuenciadores con la aplicación de 

técnicas de secuenciación en paralelo, lo que permite analizar las secuencias 

nucleotídicas de numerosos organismos (del orden de miles) a la vez (Hernández et al., 

2019). La aparición de las técnicas de secuenciación de nueva generación y 
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secuenciación masiva han supuesto un cambio radical a la hora de estudiar la 

biodiversidad (Deiner et al., 2017; Peay et al., 2016) y el control biológico de los 

ecosistemas (Deiner et al., 2017; Estensmo et al., 2021), ya que permiten secuenciar de 

forma rápida el ADN contenido en muestras ambientales y asociar cada una de las 

secuencias de ADN resultantes con una categoría taxonómica. Estas técnicas permiten 

el análisis de millares de secuencias. Además, son metodologías capaces de dar lugar 

una gran cantidad de fragmentos de ADN mediante una única secuenciación, lo que se 

traduce en un mayor rendimiento del proceso y un menor coste en comparación con 

otras técnicas convencionales como la secuenciación de Sanger (Illumina, 2021a; Peay 

et al., 2016; Taş et al., 2021). 

De esta manera, resulta abordable el estudio de la biodiversidad, empezar a analizar la 

función de los distintos microorganismos en los ecosistemas (Taş et al., 2021) y analizar 

sus relaciones evolutivas (Dupré & O’Malley, 2007) mediante la identif icación de un 

elevado número de taxones distintos de forma rápida a partir de una única muestra. 

Entre estos métodos se encuentran las técnicas de segunda generación como el 

metabarcoding utilizando Illumina® (Ruiz Gómez et al., 2019): una plataforma de 

secuenciación por pares, que lleva a cabo la lectura del fragmento de ADN por los dos 

extremos y permite realizar una estimación del tamaño del fragmento de ADN inicial y 

ubicarlo en el genoma (Santamaría González & Lezana Rosales, 2018). Esta tecnología 

se ha utilizado con diferentes objetivos, como la secuenciación completa y profunda de 

regiones específicas del genoma, la secuenciación del ARN para analizar el 

transcriptoma (variantes del ARN mensajero) y para analizar lugares de unión, o análisis 

de expresión génica y factores epigenéticos, así como para el estudio del micobioma en 

distintas situaciones, o la identif icación de patógenos, entre otras aplicaciones (Illumina, 

2021b). 

En especial, las técnicas de secuenciación masiva son herramientas muy empleadas 

actualmente para la identif icación de la diversidad alfa y beta de comunidades fúngicas, 

ya que son capaces de secuenciar millones de veces e identif icar miles de taxones de 

hongos a nivel de especie de una muestra (Anslan et al., 2018; Baldrian et al., 2021). 

Por lo general, las técnicas de secuenciación incluyen las siguientes etapas: 

• Fragmentación del ADN y unión de adaptadores en los extremos de los 

fragmentos. La totalidad de fragmentos de ADN asociados a los adaptadores se 

denomina librería.  
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• Selección de zonas de ADN de interés antes de secuenciar mediante hibridación 

en fase sólida y amplif icación por PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa). 

Las plataformas de segunda generación requieren amplif icación de los 

fragmentos de ADN, mientras que las plataformas de tercera generación esto ya 

no es necesario. 

• Unión de los fragmentos de ADN amplificados a una superficie sólida para 

realizar el proceso de secuenciación. 

• Secuenciación de los fragmentos de ADN. 

• Obtención de archivos de la secuenciación, alineamiento de lecturas con 

genomas de referencia mediante plataformas informáticas y creación de base de 

datos con los resultados obtenidos. Las técnicas de secuenciación nueva 

generación crean tres tipos de archivos: uno en formato FASTQ para el 

almacenamiento de lecturas, SAM (Sequence Alignement Map) / BAM (Block 

Alignement Map) para el alineamiento y VCF (Variant Call Format) para la 

anotación (Santamaría González & Lezana Rosales, 2018). 

Hoy en día se encuentran disponibles una gran variedad de plataformas para la 

secuenciación masiva. Como se refleja en la Tabla 1, según Hernández et al., (2019)  a 

lo largo de los años distintas empresas han desarrollado metodologías con diferentes 

bases técnicas y han generado plataformas cuyo rendimiento, tamaño medio y máximo 

de las lecturas y tipo y frecuencia de los errores es muy variable. Así, para cada 

aplicación de la secuenciación, se puede elegir la mejor plataforma.  
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Tabla 1. Principales tipos de secuenciadores masivos y sus características (Hernández et 
al., 2019). 

 

 

1.3.2. Secuenciación de muestras ambientales: metagenómica y 

metabarcoding 

Las tecnologías de secuenciación que se explican a continuación emplean material 

genético aislado directamente a partir de muestras ambientales (agua, suelo, hojas, 

madera, etc.) denominado ADN ambiental, sin previo aislamiento individual del 

organismo objeto de estudio (Creer et al., 2016; Deiner et al., 2017; Thomsen & 

Willerslev, 2015). A partir de la información recogida en las muestras ambientales de 

ADN ambiental, cuyas características  dependen de la biomasa, edad, nutrición del 

organismo, fisiología, historia vital y manejo del espacio, se pueden detectar y clasificar 

especies sin tener previo conocimiento de estas y sin alterar los ecosistemas (Ruppert 

et al., 2019).  

La metagenómica es una ciencia dedicada al análisis molecular del genoma de las 

comunidades microbianas a través de la extracción y secuenciación del ADN de 

muestras ambientales (Dupré & O’Malley, 2007; Singh et al., 2009; Xu, 2006), para 

caracterizarlas e identif icar su diversidad y distribución sin el empleo de técnicas de 

aislamiento ni cultivo de microorganismos (Creer et al., 2016; Doolittle & Zhaxybayeva, 

2010). A partir de una abundante mezcla de ADN, gracias a la metagenómica se pueden 

comprender mejor cada uno de los procesos biológicos que tienen lugar en las 

comunidades microbianas de los ecosistemas (Taş et al., 2021), sus interacciones y la 
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complejidad de sus relaciones evolutivas (Dupré & O’Malley, 2007). Asimismo, permite 

dar solución a problemas a los que tiene que hacer frente la humanidad en diferentes 

ámbitos como en biomedicina y en la gestión agrícola y medioambiental (National 

Research Council (US) Committee on Metagenomics: Challenges and Functional 

Applications, 2007). 

Entre las herramientas más habituales de la metagenómica, destaca el metabarcoing, 

una herramienta molecular clave para realizar el seguimiento de la composición de la 

biodiversidad de los ecosistemas (Guerrieri et al., 2021; Makiola et al., 2019). Consiste 

en identif icar taxonómicamente las diferentes categorías microbianas presentes en una 

muestra de ADN de entornos naturales o artif iciales, amplif icada por cebadores de PCR 

y secuenciada en un sistema de alto rendimiento como puede ser Illumina® o Ion 

Torrent® (Adamo et al., 2020; Creer et al., 2016; Deiner et al., 2017; Ji et al., 2013; 

Ruppert et al., 2019). Esto genera una colección de variantes genéticas (similares a los 

“códigos de barras”) de material genético, cada una de las cuales corresponde con una 

categoría taxonómica (típicamente, una especie). Así, la población microbiana presente 

en la muestra ambiental (suelo, plantas, madera, sedimentos o agua), se caracteriza a 

partir del ADN de la sus componentes (Ruppert et al., 2019). 

Gracias al metabarcoding se pueden estudiar las diferentes comunidades microbianas 

desconocidas presentes en los ecosistemas a partir de muestras ambientales, 

comprender su estructura, su función en el medio (Estensmo et al., 2021; Lücking et al., 

2021; Ruppert et al., 2019), su relación con diversos síntomas de enfermedades de 

plantas (Ruiz Gómez et al., 2019) y su efecto con las alteraciones antropogénicas y 

medioambientales (Adamo et al., 2020). De esta forma, se pueden identif icar los 

modelos de diversidad patógena que afectan a las plantas en función del tipo del uso 

del suelo (Makiola et al., 2019) y estudiar la manera en la que las plantas y los 

microorganismos se adaptan a las diversas condiciones ambientales (Abdelfattah et al., 

2018).  

Otra de las aplicaciones del metabarcoding es la caracterización de comunidades 

microbianas a disposición de la comunidad científica (Baldrian et al., 2021). Para ello, 

se analiza la región de ADN ribosómico nuclear (ADNr), correspondiente en los hongos 

con la región genética 18S, común en los organismos eucariotas, como se muestra en 

la Figura 2. La región del espaciador transcrito interno (ITS) es la mejor región del ADN 

ribosómico para diferenciar taxonómicamente los hongos de una población fúngica a 

nivel de especie (Schoch et al., 2012), por su altísima variabilidad. Puede dar lugar a 
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una variación intraespecífica y a su vez estar ligada a una mayor división de especies 

durante el análisis (Estensmo et al., 2021; Molik et al., 2021). 

Figura 2. Región de ADN ribosómico (ADNr) de hongos y de espaciadores transcritos 
internos (ITS) (Fontecha et al., 2012) 

 

1.3.3. Herramientas de análisis de secuencias: la bioinformática 

La acumulación de datos derivados de la secuenciación masiva de nueva generación, 

(NGS), requiere sofisticadas herramientas para comprender la importancia de las 

diferencias observadas entre organismos y ayudar tanto a nivel interespecífico (como la 

identif icación de especies y OTUs), como a nivel intraespecífico (identificación de genes 

y variantes alélicas). En respuesta a la necesidad de comparar y analizar genomas 

completos o múltiples variantes biológicas de secuencias nucleotídicas, junto con su 

análisis estadístico, apareció la novedosa disciplina de la bioinformática, cuyo auge se 

puede vincular a la secuenciación completa del genoma humano en el año 2001. La 

bioinformática consiste en aplicar una serie de herramientas de cálculo y análisis 

(BLAST y Ensembl) para interpretar datos biológicos (Bayat, 2002). En plena expansión 

de las técnicas de secuenciación, se hizo necesario analizar un enorme volumen de 

secuencias de ADN obtenidas, ya sea mediante secuenciación de nueva generación o 

por secuenciación masiva en análisis metagenómicos como de metabarcoding. Para 

ello, la metagenómica emplea sistemas informáticos de programación como R, entre 

otros, y de sistemas operativos como Linux con el f in de buscar patrones en la 

información biológica observada y comprender procesos complejos mediante modelos 

biológicos (Xu, 2006). 
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2. OBJETIVOS 

El objetivo principal del presente estudio es caracterizar la biodiversidad fúngica 

presente en distintos ecosistemas de Castilla y León en relación con su estado sanitario, 

mediante la aplicación de metabarcoding sobre muestras de madera.  

Dicho objetivo corresponde a una parte del proyecto LIFE MycoRestore titulado 

“Innovative use of mycological resources for resilient & productive Mediterranean forests 

threatened by climate change”, en el cual se muestrean y estudian diferentes regiones 

mediterráneas de España, Italia y Portugal. 

El estudio de la biodiversidad en madera, a partir de barcoding de hongos es un objetivo 

complejo que se ha abordado recientemente, para el que se dispone de poca 

información bibliográfica con la que contrastar los resultados. Por consiguiente, hemos 

dividido este objetivo principal en una serie de objetivos específicos: 

• Obtener ADN a partir de muestras de madera de diferentes especies de árboles 

sanas y enfermas y de distintos ecosistemas mediterráneos de Castilla y León 

(España) de suficiente calidad y en suficiente cantidad como para realizar 

secuenciación de nueva generación (NGS) con ellas. 

• Describir y cuantif icar la biodiversidad de comunidades fúngicas presentes en 

los ecosistemas de bosque mediterráneo seleccionados. 

• Analizar posibles diferencias entre las distintas funciones que desempeñan las 

comunidades fúngicas de las muestras de árboles sanos y enfermos de cada 

lugar de muestreo. 

 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Materiales 

Para la realización de este estudio de investigación, se han empleado muestras de 

madera de cuatro especies de árboles (Quercus ilex, Quercus pyrenaica, Quercus suber 

y Castanea sativa), con distintos estados sanitarios, procedentes de cuatro localidades 

diferentes de la provincia de Salamanca (La Alamedilla, El Cubo de Don Sancho, Linares 
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de Riofrío y Valdelosa). Dichas muestras fueron facilitadas por el Departamento de 

Patología Forestal de la E.T.S.I.I.A.A. de la Universidad de Valladolid, y fueron recogidas 

en el marco de la primera anualidad del proyecto LIFE MycoRestore. Este proyecto LIFE 

corresponde al Programa LIFE de la Unión Europea para el Medio Ambiente y la Acción 

Climática para el periodo 2021-2027. Los objetivos generales del Programa LIFE son 

muy ambiciosos y entre ellos se encuentran conseguir una sociedad justa y próspera en 

la UE, con una economía moderna, eficiente en recursos y competitiva, sin emisiones 

netas de gases de efecto invernadero en 2050 y con crecimiento económico 

desvinculado del uso de recursos. Además, persigue proteger, conservar y mejorar los 

espacios naturales de la UE, y proteger la salud y el bienestar de los ciudadanos de los 

riesgos e impactos asociados con el medio ambiente y el clima (Ministerio para la 

transición ecológica y el reto demográfico). 

 

3.1.1. Descripción de las localidades, selección de parcelas y toma de muestras 

El presente estudio se centra en cuatro zonas diferentes de la provincia de Salamanca 

(La Alamedilla, El Cubo de Don Sancho, Linares de Riofrío y Valdelosa), de 60 hectáreas 

cada una, aproximadamente. La localización de dichas zonas se recoge en los mapas 

de la Figura 3.  

En cada una de dichas localidades se han definido subparcleas de árboles sanos y 

enfermos de cuatro especies forestales mediterráneas predominantes (Quercus ilex, 

Quercus pyrenaica, Quercus suber y Castanea sativa). La enfermedad característica de 

cada zona, así como la especie forestal predominante y las características de la zona 

se recogen en la Tabla 2.  
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Figura 3. Localización geográfica de las muestras. Mapa (A) y mapa relieve (B) con 
localización de las zonas de muestreo (La Alamedilla, Valdelosa, El Cubo de Don Sancho y 
Linares de Riofrío) en la provincia de Salamanca. Imágenes reproducidas de Google Maps. 

Tabla 2. Resumen de especies y enfermedades forestales muestreadas. 

Localidad Especie forestal Enfermedad 

La Alamedilla Quercus ilex La seca 

El Cubo Don Sancho Quercus pyrenaica La seca 

Linares de Riofrío Castanea sativa Tinta del castaño y chancro del castaño 

Valdelosa Quercus suber La seca 
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Para cada una de las zonas estudiadas, entre noviembre de 2019 y enero de 2020 se 

seleccionaron visualmente 3 parcelas de árboles aparentemente sanos y 3 de árboles 

enfermos, que presentaran síntomas. De cada parcela se recogieron muestras de 

madera de 5 árboles que formasen una circunferencia y se mezclaron, siguiendo el 

esquema de la Figura 4. Para ello se empleó una técnica no destructiva de recolección 

del material vegetal basada en la percusión mediante cincel y martillo. Las muestras se 

tomaron a una altura de 1.5 m desde el suelo y a una profundidad aproximada de 1 cm 

desde la superficie cortical. De esta manera, hemos manejado un total de 12 muestras 

de árboles aparentemente sanos (3 repeticiones x 4 localizaciones) y 12 muestras 

enfermas entre todas las zonas. 

Figura 4. Diseño del muestreo de campo.  A. Zonas de muestreo y composición de especies 
arbóreas. B. Imágenes representativas de las especies de árboles seleccionadas. C. Esquema 
de la selección de parcelas muestreadas (3 de árboles sanos y 3 de árboles enfermos), con 5 
árboles por parcela. Este esquema se repite en cada zona de muestreo. 

 

3.1.2. Descripción de enfermedades emblemáticas  

Las parcelas se han seleccionado, en cada caso, por presentar enfermedades 

producidas por hongos, como la seca de los Quercus y la enfermedad de la tinta del 

castaño, ambas causadas por el oomiceto Phytophthora cinnamomi, junto con 

Phytophthora cambivora, en algunas ocasiones en la enfermedad de la tinta del castaño, 

y la enfermedad del chancro del castaño, cuyo responsable es el ascomiceto 

Cryphonectria parasítica (Sánchez et al., 2010) (Figura 5). 

La seca de las especies del género Quercus consiste en la podredumbre de la raíz que 

puede afectar a un gran número de especies leñosas debido al oomiceto patógeno 

destructivo originario de Asia Phytophthora cinnamomi (Sena et al., 2018; Valverde et 
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al., 2017). Causa una reducción del vigor, clorosis o marchitez de las hojas, defoliación 

y en ocasiones la muerte de los árboles (Caetano et al,. 2010; Hernández-Lambraño et 

al., 2019). La aparición e incidencia de este oomiceto puede verse favorecida por los 

efectos del cambio climático que tienden a incrementar la temperatura y los periodos de 

sequía de los ecosistemas (Fernández-Habas et al., 2019). 

La enfermedad de la tinta del castaño consiste en la obstrucción de los vasos 

xilemáticos y en la secreción de una especie de líquido de color negro como 

consecuencia de la oxidación de los taninos en contacto con el aire, dando lugar un 

decaimiento progresivo de los brotes hasta la totalidad de la copa (Valverde et al., 2017). 

En este caso, el agente causante de la enfermedad de la tinta del castaño también es 

el oomiceto Phytophthora cinnamomi y en algunas ocasiones Phytophthora cambivora 

de forma individual o junto P. cinnamomi (Sánchez et al., 2010). 

La enfermedad del chancro del castaño es una de las amenazas fitosanitarias más 

graves de esta especie, causada por el hongo ascomiceto Cryphonectria parasítica, 

originario del este asiático. Este hongo causa la muerte de ramas y troncos (Valverde et 

al., 2017; Junta de Andalucía) como consecuencia de la aparición de lesiones necróticas 

en la corteza de los árboles denominados chancros que provocan su marchitez (Rigling 

& Prospero, 2018). 

 

3.1.3. Descripción de las localidades de estudio  

La Alamedilla: la dehesa de encinas (Quercus ilex), tanto sanas como enfermas 

afectadas por especies del oomiceto Phytophthora spp, se encuentra a una altitud de 

756 m a nivel del mar y se caracteriza por presentar una precipitación media anual entre 

600-854 mm. Engloba 60 ha de superficie de dehesa de Quercus ilex con una densidad 

de 49 árboles/ha, con algunos cultivos de cereales y con aprovechamiento para 

pastoreo de vacas, ovejas y cerdos ibéricos. En este caso, las encinas se encuentran 

mezcladas con otros árboles como alcornoques y robles. Asimismo, algunos de los 

árboles de esta zona están afectados principalmente por la enfermedad de la seca 

causada por el oomiceto Phytophthora cinnamomi.  

El Cubo de Don Sancho: dehesa dedicada al pastoreo de vacas con una superficie de 

6000 ha y una densidad de 24 árboles/ha. Se encuentra a 736 m de altitud sobre el nivel 

del mar y presenta una precipitación media anual entre 500-700 mm. En ella predomina 
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el roble marojo (Quercus pyrenaica), algunos de ellos afectados por el insecto Cerambyx 

wilensil y por especies del oomiceto Phytophthora spp, siendo este último el principal 

causante de la seca de las quercíneas. 

Valdelosa: la dehesa presenta 6000 ha de superficie con la mayor densidad de masa 

forestal de Quercus suber dedicada principalmente al aprovechamiento del corcho y al 

pastoreo de vacas y ovejas. Se encuentra a 842 m de altitud sobre el nivel del mar y 

presenta una precipitación media anual de 500-700 mm. En esta zona predominan los 

árboles de la especie Quercus suber, tanto sanos como enfermos, como consecuencia 

de la seca de las quercíneas y del insecto Coraebus undatus, seguida de las especies 

Quercus ilex y Quercus pyrenaica.  

Linares de Riofrío: a 956 m de altitud sobre el nivel del mar y con una precipitación media 

anual entre 700-900 mm. Engloba 10 ha de bosque antiguo de castaños centenarios 

anteriormente abandonado y sin pastoreo, con mezcla de especies caducifolias y con 

una densidad de 1250 árboles/ha. En este caso, algunos de los árboles se encuentran 

afectados por la enfermedad de la tinta del castaño causada por los oomicetos 

Phytophthora cinnamomi y Phytophthora cambivora, y por la enfermedad del chancro 

del castaño, causada por Cryphonectria parasítica. Debido a estas enfermedades, el 

castaño se considera una especie amenazada por las enfermedades fúngicas 

estudiadas como la tinta y el chancro del castaño, que han reducido notablemente la 

densidad de esta especie (Gil Sánchez et al., 2007; Conedera et al., 2016). 
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Figura 5. Inspección visual de síntomas en especies arbóreas. Fila superior. La seca de las 
especies del género Quercus. Imágenes reproducidas de https://bit.ly/2Z5QJPj.  Fila intermedia. 
La enfermedad de la tinta del castaño. Imágenes reproducidas de https://bit.ly/3DUB3NN.  Fila 
inferior. La enfermedad del chancro del castaño. Imágenes reproducidas de 
https://bit.ly/3aQiyh9. 

 

3.2. Métodos 

3.2.1.  Preparación de las muestras 

Las muestras de madera utilizadas en este estudio habían sido congeladas con 

nitrógeno líquido y mantenidas en un congelador a -18ºC en tubos Eppendorf. 

Las muestras de madera fueron sometidas a una serie de tres lavados con el f in de 

eliminar la mayor cantidad de impurezas y polifenoles presentes en la madera y 

favorecer la ruptura de células para facilitar la extracción de ADN (Rachmayanti et al., 

https://bit.ly/2Z5QJPj
https://bit.ly/3DUB3NN
https://bit.ly/3aQiyh9
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2006). En primer lugar, se realizó un lavado con 1 mL de NaCl al 0,9%, seguido de un 

lavado con 1 mL de PVP al 7% y otro lavado con 1mL de NaCl al 0,9%. Los lavados 

consistieron en una incubación en un baño seco a 65ºC durante 10’, con doble agitación 

en vórtex. Posteriormente, se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5’ para eliminar el 

sobrenadante.  

Tras realizar los lavados correspondientes en las muestras de madera, se molieron en 

un molino (RETSCH MM 400) a 30 Hz durante 40’ con cuatro bolas de wolframio o acero 

de 2 mm de diámetro y con el tampón correspondiente según el protocolo de extracción 

de ADN aplicado.  

 

3.2.2. Genética molecular 

3.2.2.1. Extracción y purificación de ADN 

Las extracciones de ADN se realizaron en los laboratorios del departamento de 

Producción Vegetal de la E.T.S.I.I.A.A. de la Universidad de Valladolid. Se utilizaron dos 

protocolos de extracción de ADN de material vegetal para comparar su efectividad, 

Doyle & Doyle (1990) adaptado a pequeños volúmenes y kit comercial de extracción de 

ADN de plantas E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek (Figura 6).  

Doyle & Doyle (1990) modificado 

Se basa en la extracción de ADN con CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio), 

adaptado a pequeños volúmenes y utilizando molinillo a partir de 200 mg de material 

vegetal congelado a -20ºC.  

Cada muestra de madera, después de los lavados indicados en el apartado 3.2.1., se 

molieron siguiendo el método indicado en el mismo apartado. El tampón de extracción 

utilizado en este caso tenía la siguiente composición: 100 mM Tris.HCl pH 8, 20 mM 

EDTA pH 8, 1.4 M NaCl, 1% PVP, 2% CTAB y 0.4% beta-mercaptoetanol. Tras la 

molienda, se recuperó el sobrenadante de cada una y se pasó a un tubo Eppendorf 

limpio, se añadieron 100 L de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamílico) y se incubaron 

los tubos en un baño de agua a 65ºC durante 30’ con agitación periódica mediante 

vórtex. A continuación, se centrifugaron los tubos a 13 krpm durante 5’; se eliminó el 

precipitado; se traspasó el sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio y se añadieron 600 
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L de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamílico 24:1) frío. Se agitó la mezcla utilizando un 

vórtex y se volvió a centrifugar del mismo modo. Tras la centrifugación, se recuperaron 

400 L del sobrenadante, se traspasó a un tubo Eppendorf limpio y se añadió 1 mL de 

etanol 95º a 4ºC de temperatura para su incubación en frío durante un mínimo de 12h. 

A continuación, se centrifugaron los tubos durante 10’ a 13 krpm para eliminar el 

sobrenadante y se procedió a realizar los lavados con las soluciones de lavado 1 (0.2 M 

acetato sódico y 76% etanol) y 2 (10 mM acetato amónico y 76% etanol) previamente 

preparadas, con centrifugación y eliminación de sobrenadante entre lavados sin retirar 

el pellet. Por último, se dejaron secar los pellets en un concentrador SpeedVac 

ThermoFisher Scientif ic durante 10’ y, una vez comprobado que estaban secos, se 

añadieron 100 L de TE 10:1 (Tris-EDTA, 10 mM Tris.HCl a pH 7.4 y 1 mM EDTA). Los 

ADNs extraídos se conservaron a -20ºC.  

Kit comercial de extracción de ADN de plantas E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek 

Se trata de un método de extracción de ADN de tejidos vegetales capaz de eliminar 

polisacáridos, compuestos fenólicos e inhibidores enzimáticos de las muestras 

vegetales. Emplea ARNasa para purificar el ADN extraído de forma que se elimine el 

ARN presente. La extracción se realizó siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Después de la fase de molienda de las muestras, se añadieron 800 L del buffer P1 y 

se incubaron a 65ºC en un baño de agua durante 10 ’ con agitación periódica con vórtex. 

A continuación, se añadieron 140 L del buffer P2 en cada tubo, se mezclaron con vórtex 

y se centrifugaron durante 10’ a 10 krpm. Tras la centrifugación, se recuperaron en torno 

a 700 L del sobrenadante en cada tubo, se añadieron 490 L de isopropanol y se 

mezclaron con vórtex antes de ser centrifugados a 14 krpm durante 2’. Una vez 

centrifugados los tubos, se elimina el sobrenadante sin retirar el pellet resultante y se 

ponen los tubos bocabajo sobre papel absorbente para eliminar el isopropanol restante. 

A continuación, se añadieron en cada tubo 300 L de agua destilada a 65ºC, se 

mezclaron con vórtex y se incubaron en el baño de agua a 65ºC durante 3’.  Acto 

seguido, se añadieron 4 L de ARNasa, 150 L del buffer P3 y 300 L de etanol. 

Después, se pasó todo el líquido del tubo a una columna que incluye el kit de extracción 

y se centrifugó a 10 krpm durante 1’. Tras la centrifugación, se realizaron dos lavados 

de 650 L cada uno con la solución de lavado a la que se le añadió 100 L de etanol 

100%. Después, se centrifugaron las columnas vacías a 10 krpm dos veces durante 2’ 

para eliminar el etanol restante, para decantar el sobrenadante y eliminar las trazas de 
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etanol, respectivamente. A continuación, se transfirió la columna a un tubo Eppendorf 

limpio, se añadieron 50 L de buffer de elución a 65ºC de temperatura, se dejaron 

durante 3-5’ a temperatura ambiente y se centrifugaron a 10 krpm durante 1’. Por último, 

el paso anterior se repitió y se almacenó el ADN extraído en el congelador a -20ºC. 

 

Figura 6. Protocolos de extracción de ADN de material vegetal. A. Protocolo kit comercial de 
extracción de ADN de plantas E.Z.N.A.® Omega Bio-tek. B. Protocolo Doyle & Doyle (1990) de 
extracción de ADN de planta modificado.  

 

3.2.2.2. Medidas de calidad de la extracción de ADN 

La calidad y cantidad de ADN recuperado en cada caso se midió de dos maneras:  i) 

con equipo Qubit (ThermoFisher Scientif ic) de fluorometría del Departamento de 

Patología Forestal y ii) con el espectrofotómetro disponible en el Laboratorio de Técnicas 

Instrumentales (LTI) del Campus de Palencia de la Universidad de Valladolid.  

El fluorómetro, además de cuantif icar el ADN, permite medir de forma rápida y precisa 

la cantidad de contaminantes (ARN y proteínas) presentes en las muestras. Para ello, 

se utilizan fluorómetros Qubit específicos a las moléculas de análisis que sólo emiten 

fluorescencia cuando se unen a las moléculas de estudio, en este caso, a moléculas de 

ADN. El fluorómetro que se emplea es más sensible que la absorbancia a UV 

(ultravioleta). 
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El espectrofotómetro permite determinar la cantidad y la pureza del ADN extraído 

presente en las muestras, gracias a la capacidad de absorbancia de los diferentes 

compuestos contenidos en las muestras a diferentes longitudes de onda (280, 260 y 230 

nm). En nuestro caso, las cantidades de ADN recuperadas estaban por debajo del límite 

de detección del aparato empleado, por lo que los valores obtenidos no resultaron 

fiables.  

 

3.2.3. Secuenciación masiva y análisis bioinformático 

Una vez cuantif icadas, las muestras de ADN fueron enviadas para su secuenciación a 

la empresa Biome Makers S.L. (España), que analiza la biología del suelo mediante la 

secuenciación del ADN extraído con el empleo de técnicas moleculares. Para ello se 

combinaron las muestras de los 5 árboles seleccionados en cada parcela, de forma que 

se secuenciaron 3 muestras compuestas por madera de 5 árboles sanos y 3 muestras 

compuestas por madera de 5 árboles enfermos, por cada zona de muestreo.  

Para caracterizar la diversidad de comunidades microbianas fúngicas se amplif icó la 

región ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1) del gen ITS, mediante el empleo de 

cebadores específicos (Patente WO2017096385A1). La secuenciación se realizó en un 

equipo Illumina® MiSeq® (San Diego, CA, USA) aplicando la estrategia de secuenciación 

por pares o paired-end (2 x 300 bp).  

En la Figura 7 se reflejan los pasos del proceso seguido para la identif icación de la 

diversidad fúngica de las muestras de madera desde la toma de muestras hasta los 

análisis bioinformáticos realizados. La etapa 1 de Muestreo, fue íntegramente 

desarrollada en el Laboratorio de Patología Forestal de la UVa, así como la etapa 2.1, 

de extracción del ADN de cada muestra. El resto de las etapas de la Fase 2 

(amplif icación y secuenciación), así como la Fase 3-I (análisis bioinformático y 

adjudicación de OTUs), fue llevada a cabo por la empresa Biome Makers. La fase 3-II 

(análisis estadístico) es el cuerpo del presente estudio.   
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Figura 7. Proceso de identificación fúngica realizado en las muestras de madera 
(Abdelfattah et al., 2018). 

El análisis bioinformático se realizó siguiendo los protocolos propiedad de Biome Makers 

y protegidos por la patente WO2017096385A1, basados en la plataforma QIIME2 

(Bolyen et al., 2019). Se llevó a cabo un control de calidad de las secuencias para 

eliminar quimeras y adaptadores en los extremos (Edgar et al., 2011). La asignación de 

novo a grupos de unidades taxonómicas (operational taxonomic units, OTU) se realizó 

mediante alineamiento y ensamblaje de las secuencias. Como criterio de identidad se 

determinó un 97% de similitud en el alineamiento. La clasificación de las OTUs en 

grupos taxonómicos conocidos se realizó enfrentando las secuencias más 

representativas con la base de datos UNITE (Nilsson et al., 2019b).  

Se realizó un análisis de rarefacción para controlar las diferencias en la profundidad de 

secuenciación entre muestras. Finalmente, se obtuvo una tabla de abundancias 

absolutas de especies de hongos y se estimaron las frecuencias relativas dentro de 

cada muestra (abundancias porcentuales). En la Tabla 3 se refleja un ejemplo 

representativo del formato de los datos. 
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Tabla 3. Extracto de la tabla de abundancias. La columna “Código” contiene los identificadores 
del servicio de secuenciación. La columna “Etiqueta” contiene los identificadores internos usados 
para almacenar las muestras. Las columnas “Parcela” y “Etiqueta” contienen la localización y el 
estado sanitario de las muestras. Las columnas con nombres de especies contienen la 
abundancia relativa detectada en cada muestra, de forma que el sumatorio de cada fila sea igual 
al 100%. 

 

 

 

 

Código Etiqueta Parcela Condición 
Absidia 
repens 

Absidia 
spinosa 

 
Zopfiella 
marina 

A3805Y AD1 Alamedilla Diseased 0.007 0  0 

A3805L AD2 Alamedilla Diseased 0 0  0 

A3805K AD3 Alamedilla Diseased 0 0  0 

A3805J AH1 Alamedilla Healthy 0 0  0 

A3805I AH2 Alamedilla Healthy 0 0 … 0 

A3805H AH3 Alamedilla Healthy 0 0  0 

A3805W CD1 Cubo Diseased 0 0  0.004 

A3805V CD2 Cubo Diseased 0 0.05  0 

A3805U CD3 Cubo Diseased 0 0  0 

A3805T CH1 Cubo Healthy 0 0.03  0 

A3805S CH2 Cubo Healthy 0 0 … 0 

A3805R CH3 Cubo Healthy 0 0  0 

A3805Q LD1 Linares Diseased 0 0  0 

A3805P LD2 Linares Diseased 0 0  0.001 

A3805O LD3 Linares Diseased 0 0  0 

A3805Z LH1 Linares Healthy 0 0.009  0 

A3805N LH2 Linares Healthy 0 0  0 

A3805M LH3 Linares Healthy 0 0 … 0.003 

A3805G VD1 Valdelosa Diseased 0 0.02  0.008 

A3805E VD2 Valdelosa Diseased 0 0  0 

A3805F VD3 Valdelosa Diseased 0 0  0 

A3805D VH1 Valdelosa Healthy 0 0  0 

A3805X VH2 Valdelosa Healthy 0.005 0.008  0.003 

A3805C VH3 Valdelosa Healthy 0 0  0 
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3.2.4. Análisis de biodiversidad 

3.2.4.1. Medida de diversidad alfa 

La diversidad alfa es la diversidad interna de un lugar o una muestra específicos. En 

este caso se estimó mediante tres indicadores: la riqueza, el índice de Shannon y el 

índice de Simpson (Shannon, 1948; Simpson, 1949). Si se considera 𝑐𝑖 el número de 

especies observadas 𝑖 veces (𝑖 = 1,2, …) y 𝑝𝑠 la abundancia proporcional de la especie 

𝑠 (𝑠 = 1,… , 𝑆), entonces los indicadores de diversidad alfa pueden estimarse mediante 

las siguientes fórmulas: 

𝑅𝑖𝑞𝑢𝑒𝑧𝑎 =  ∑ 1{𝑝𝑠 > 0}
𝑠

=  ∑ 𝑐𝑖
𝑖

 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑆ℎ𝑎𝑛𝑛𝑜𝑛 =  − ∑ 𝑝𝑠
𝑠

𝑙𝑜𝑔(𝑝𝑠) ≤ 𝑙𝑜𝑔(𝑆) 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑆𝑖𝑚𝑝𝑠𝑜𝑛 = 
1

∑ 𝑝𝑠
2

𝑠
  ≤ 𝑆 

Donde la riqueza representa el número total de especies observadas, el índice de 

Shannon representa la uniformidad en la distribución de abundancias de las especies y 

el índice de Simpson representa el inverso de la probabilidad de que dos individuos 

elegidos al azar pertenezcan a la misma especie. 

 

3.2.4.2. Medida de diversidad beta 

La diversidad beta es la diversidad entre muestras. Se estimó de forma cuantitativa 

mediante el índice de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957). Se puede calcular mediante la 

aplicación de la siguiente fórmula:  

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝐵𝑟𝑎𝑦 − 𝐶𝑢𝑟𝑡𝑖𝑠 =  
∑ |𝑥𝑖𝑗  −  𝑥𝑖𝑘|

∑(𝑥𝑖𝑗 + 𝑥𝑖𝑘)
 

Donde 𝑗 y 𝑘 hacen referencia a las dos muestras a comparar, 𝑥𝑖𝑗 se corresponde con la 

abundancia de la especie 𝑖 en el sitio 𝑗 y 𝑥𝑖𝑘 es la abundancia de la especie 𝑖 en el sitio 

𝑘. Por tanto, el índice de Bray-Curtis representa la fracción de la comunidad fúngica que 
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se comparte entre dos muestras. Las muestras se ordenaron en función de este índice 

mediante un método de escalado multidimensional no métrico (NMDS). 

El análisis de diversidad de nichos funcionales se llevó a cabo mediante la base de datos 

FungalTraits v1.2 (Põlme et al., 2020). A cada especie de hongo se le asignaron las 

características funcionales descritas como “primarias” o, en su defecto, “secundarias”. 

La prevalencia de cada nicho funcional se estimó sumando las abundancias de las 

especies que lo presentaban. 

Los índices de diversidad alfa se estimaron a partir de la tabla de abundancias 

absolutas. Los índices de diversidad beta y de diversidad funcional se estimaron a partir 

de la tabla de abundancias relativas y tras una preselección de aquellas comunidades 

fúngicas con una presencia del 0.001% en al menos el 50% de las muestras, al nivel 

taxonómico de familia (Venice et al., 2021). 

La estimación de los indicadores de biodiversidad se llevó a cabo en R v3.6.2 (R Core 

Team, 2019), mediante los paquetes phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013), microbiome 

(Lahti, 2019) y vegan (Oksanen et al., 2020). 

Las diferencias entre muestras sanas y enfermas se contrastaron mediante el test de 

Wilcoxon no paramétrico para muestras independientes, considerando significativo un 

p-valor < 0.05.  

 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En este TFM se ha procedido a identif icar la diversidad fúngica total de muestras de 

madera mediante NGS; y se tratará de identif icar entre ellos a los hongos 

fundamentalmente “beneficiosos” y fundamentalmente “perjudiciales”. Para ello se 

aplicarán técnicas de secuenciación de nueva generación (NGS) sobre muestras de 

madera de árboles sanos y enfermos, de cuatro especies distintas (Quercus ilex, 

Quercus pyrenaica, Quercus suber y Castanea sativa) y en cuatro zonas diferentes de 

dehesa de la provincia de Salamanca. Una vez obtenidas las secuencias, se 

compararán los resultados con distintas bases de datos de secuencias y se interpretarán 

en relación con la bibliografía disponible.  
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4.1. Comparativa entre métodos de extracción de ADN 

El primer objetivo del presente trabajo consistió en obtener material genético de 

suficiente calidad para ser enviado al servicio de secuenciación. Para ello se 

compararon dos protocolos, el de Doyle & Doyle (1990) modificado para pequeños 

volúmenes (Doyle, 1991) y un kit comercial E.Z.N.A.® (Omega Bio-tek, USA). En la 

Figura 8A se observa que la relación absorbancia 260/230 se observa que la proporción 

obtenida con el kit indica una mayor proporción de ADN y menos compuestos 

contaminantes (sales, fenoles, otros reactivos, polisacáridos, etc.), que con el método 

de Doyle. En la relación 260/280 es más homogénea con el método del kit que con el 

Doyle, ya que los resultados obtenidos con el método Doyle indican cierta contaminación 

de las muestras por ARN al no presentar ARNasa este método (Figura 8B). Por tanto, 

se decidió emplear el kit comercial para realizar todas las extracciones de ADN. En la 

Figura 8C puede comprobarse que con el método del kit comercial se obtuvo en todas 

las muestras una concentración de ADN muy similar entre 1-2 ng/μL, mientras que con 

el método Doyle se obtuvieron resultados más variables en cuanto a la cantidad de ADN, 

desde concentraciones insuficientes de ADN para secuenciar hasta concentraciones de 

ADN más elevadas que con el kit comercial. 

Figura 8. Comparativa entre el método de extracción de ADN de material vegetal Doyle & 
Doyle (1990) modificado y el kit E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek.  A. Relación absorbancia 
260/230 indica la presencia de contaminantes (sales, reactivos, fenoles, polisacáridos etc.) en la 
proporción del método Doyle, mientras que la proporción del kit es favorable al DNA y no a los 
contaminantes. B. Relación de absorbancia 260/280 muestra contaminación de ARN en la 
proporción del método Doyle. C. Concentración de ADN en las muestras medidas con Qubit en 
función del método de extracción empleado. 

La cantidad y pureza del ADN extraído es una de las diferencias más importantes a 

destacar en los resultados obtenidos entre los métodos empleados, al igual que se 

refleja en el estudio de (Cerutti et al., 2019). En este caso, junto con la cantidad y la 

pureza de ADN obtenido, también se encuentra el tiempo necesario de ejecución de 

cada método. Apoyándose en los resultados obtenidos en el espectrofotómetro, el 

método del kit comercial de E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek arroja resultados más 
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homogéneos en cuanto a cantidad y pureza de ADN y con un mayor rendimiento, debido 

a que la purificación del ADN con el kit es más eficaz, como demuestra la proporción de 

absorbancia a las distintas longitudes de onda. Con la fluorometría se obtuvieron valores 

de concentración de ADN más altos con las alícuotas de ADN extraído con el kit 

comercial, los cuales variaron alrededor de 1,5 ng/L. Esto indica la dificultad de extraer 

ADN a partir de material vegetal como la madera, en comparación con la extracción de 

ADN a partir de tejidos de origen animal. 

 

4.2. Análisis descriptivo de la biodiversidad 

El segundo objetivo del presente trabajo consistió en cuantif icar la biodiversidad de 

comunidades fúngicas presentes en los ecosistemas de bosque mediterráneo 

seleccionados. Las seis muestras analizadas en cada localización se corresponden con 

3 parcelas sanas y 3 enfermas, cada una compuesta por cinco árboles.  

4.2.1. Resultados de la secuenciación 

Una vez purificado el ADN de cada muestra se mandaron a secuenciar a la empresa 

Biome Makers. En la Figura 9 puede comprobarse que el número de lecturas obtenidas 

en la secuenciación, a partir de las muestras procesadas con el kit comercial E.Z.N.A.® 

de Omega-Biotek, fue adecuado para continuar con el análisis bioinformático 

(profundidad media de lectura = 5x104). 

Figura 9. Número de lecturas obtenidas por secuenciación en cada muestra de ADN 
extraída con el kit comercial. En general, se observa un mayor número de lecturas en las 
muestras enfermas que en las sanas, independientemente del lugar de muestreo. 
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4.2.2. Descripción de la biodiversidad observada 

En primer lugar, se representó la proporción de grupos taxonómicos a nivel de phylum 

(Figura 10). Se observa un predominio generalizado de los filos Ascomycota, 

Basidiomycota y Mucoromycota, en ese orden y en todas las zonas de muestreo. Esta 

homogeneidad de filos fúngicos se observa tanto en muestras sanas como enfermas. 

Figura 10. Abundancia relativa a nivel de filo taxonómico.  En el eje horizontal se representan 
las parcelas, divididas en sanas y enfermas. En el eje vertical se muestra la abundancia 
proporcional por parcela. 

En la Figura 11 se representa la distribución de clases dentro de los dos filos 

mayoritarios mencionados. El filo Ascomycota está dominado por la clase 

Sordariomycetes, tanto en las muestras sanas como en las enfermas de todos los 

lugares de muestreo. Además, respecto al f ilo Basidiomycota se puede observar la 

dominancia de dos tipos de clases: Agaricomycetes, en muestras de madera sana y 

enferma de El Cubo de Don Sancho y Valdelosa y Tremellomycetes, en muestras de 

madera sana y enferma de La Alamedilla y Linares de Riofrío. 



  DIVERSIDAD FÚNGICA EN ECOSISTEMAS MEDITERRÁNEOS DE CASTILLA Y LEÓN 

 

Laura Morejón Escudero  
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) – E.T.S. DE INGENIERÍAS AGRARIAS 

Máster en Ingeniería Agronómica 

35 / 58 

Figura 11. Abundancia a nivel taxonómico de clase. Se representa la distribución a nivel 
taxonómico de clase para los f ilos más abundantes. En el eje vertical se indican las clases 
taxonómicas de Ascomycota y Basidiomycota presentes en las muestras de cada uno de los 
lugares de muestreo. En el eje horizontal se muestra el número total de cada una de las clases 
taxonómicas encontradas en las muestras sanas y enfermas de cada lugar de muestreo.  
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En segundo lugar, se analizó la biodiversidad interna de las muestras mediante la 

estimación de índices de diversidad alfa (Figura 12). Para mayor claridad, el número 

total de especies también aparece representado en la Tabla 4. No se encontraron 

diferencias significativas entre parcelas sanas y enfermas en las zonas de muestreo 

seleccionadas (p-valor > 0.05). Se observa que existe una gran variabilidad dentro de 

las réplicas sanas y enfermas. Esto implica que es posible encontrar muestras con 

elevada riqueza de especies que están dominadas por unas pocas especies muy 

abundantes (por ejemplo, en las réplicas sanas de Linares de Riofrío), así como 

muestras con escaso número de especies con abundancias repartidas de forma 

equilibrada (por ejemplo, en réplicas enfermas de La Alamedilla y El Cubo de don 

Sancho). 

Figura 12. Análisis de diversidad alfa.  Se representa la diversidad alfa de cada zona de 
muestreo mediante la estimación de los siguientes índices: la riqueza (número de especies 
observadas), el índice de Shannon (uniformidad en la distribución de abundancias de las 
especies) y el índice de Simpson (el inverso de la probabilidad de que dos individuos elegidos al 
azar pertenezcan a la misma especie). En el eje vertical se muestra la medida de la diversidad 
alfa y en el eje horizontal si corresponde a una muestra sana o enferma. Los puntos de color 
naranja hacen referencia a las muestras enfermas (diseased), mientras que los puntos de color 
azul corresponden a las muestras sanas (healthy).  

Tabla 4. Riqueza de especies.  Se representa el número total de especies detectado en cada 
muestra. Las columnas “1”, “2” y “3” hacen referencia a las tres parcelas muestreadas para cada 
estado sanitario. 

  Parcelas enfermas Parcelas sanas 

  1 2 3 1 2 3 

La Alamedilla 177 21 234 60 195 229 

El Cubo de Don Sancho 226 352 12 246 104 237 

Linares de Riofrío 184 279 221 217 197 231 

Valdelosa 261 99 262 113 418 68 
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Por último, se analizaron las diferencias en la composición de especies entre muestras 

mediante el índice de Bray-Curtis (Figura 13). En este sentido, cabe destacar la elevada 

variabilidad presente entre parcelas con la misma condición sanitaria. En el caso de La 

Alamedilla, es posible distinguir dos grupos bien definidos: uno formado por muestras 

sanas (AH2 y AH3) y otro formado por muestras enfermas (AD1 y AD3). Junto a estos 

dos grupos, se observa otro formado por las muestras AH1 (sana) y AD2 (enferma), que 

guardan más parecido entre sí que con sus agrupaciones esperadas. En las muestras 

de El Cubo de Don Sancho se pueden observar tres agrupaciones: una formada por 

CD1 (enferma) y CH3 (sana), otra compuesta por la muestra enferma CD3 y una última 

formada por una muestra sana CH2 y una agrupación de orden inferior de las muestras 

CD2 (enferma) y CH1 (sana). En las muestras de Linares de Riofrío se observan dos 

grupos bien diferenciados: uno compuesto por las muestras LD2 (enferma) y LH1 

(sana), y otro grupo de muestras formado, por un lado, por la muestra enferma LD1 y, 

por otro lado, compuesto por la muestra LD3 (enferma) y un subgrupo de muestras 

sanas (LH2 y LH3), las que presentan cierto parecido por su condición sanitaria. Por 

último, en el caso de las muestras de Valdelosa, se pueden diferenciar  dos grupos con 

sus respectivos subgrupos. Por un lado, un grupo con la muestra enferma VD2, junto 

con el subgrupo de muestras sanas (VH1 y VH3) y, por otro lado, otro grupo con la 

muestra sana VH2, junto con el subgrupo de muestras enfermas (VD1 y VD3). En 

general, los resultados obtenidos indican la similitud de las muestras de cada uno de los 

lugares de muestreo a pesar de la condición sanitaria. 
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Figura 13. Análisis de diversidad beta.  Se representan las abundancias de las comunidades 
fúngicas principales en forma de mapa de calor. La leyenda de color representa las abundancias 
(de 0 al valor máximo) mediante un gradiente de negro a azul. La ordenación de las muestras se 
representa en forma de dendrograma, elaborado a partir de escalado multidimensional no 
métrico (NMDS) sobre las matrices de distancia de Bray-Curtis. Las muestras enfermas se 
identifican con color rosa y la letra D (diseased). Las muestras sanas se identifican con color azul 
y la letra H (healthy).  

En conjunto, los análisis de diversidad realizados indican que la composición de las 

comunidades fúngicas es heterogénea. La predominancia de Ascomicetos y 

Basidiomicetos se encuentra en sintonía con la diversidad descrita en bosques 

mediterráneos de especies del género Quercus similares a las zonas de estudio 

muestreadas (Ruiz Gómez et al., 2019; Saitta et al., 2018). Del mismo modo, la zona 

muestreada de castaños presenta coherencia con el predominio de ascomicetos 

seguido de basidiomicetos y, en menor proporción, los zigomicetos (Baptista et al., 2015; 

Reis et al., 2017). 

A nivel de clase, la mayoría de los estudios realizados sobre ecosistemas mediterráneos 

coinciden con las zonas muestreadas en que la principal clase observada de 

Ascomycota es Sordariomycetes, junto con otras clases relevantes como 

Dothideomycetes y Letiomycetes (Baptista et al., 2015; Ruiz Gómez et al., 2019). De la 

misma manera, la clase taxonómica Agaricomycetes del filo Basidiomycota es la más 

abundante en los ecosistemas de muestreo, acorde con estudios similares (Baptista et 

al., 2015; Reis et al., 2017; Ruiz Gómez et al., 2019) y asociado al posible efecto del 

La Alamedilla El Cubo de Don Sancho 

Linares de Riofrío Valdelosa 
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estado sanitario de los árboles del ecosistema con la abundancia de patógenos (Ruiz 

Gómez et al., 2019). 

Un aspecto para destacar es la variabilidad encontrada tanto a nivel de diversidad alfa 

(intra-muestra) como beta (entre-muestras). En general, la distribución de la diversidad 

dentro de las muestras se aleja de la dominancia por unas pocas especies. Esto indica 

que la diversidad interna de las muestras sanas y enfermas se distribuye de forma 

homogénea entre las especies que las forman, sin diferencias significativas. Una posible 

limitación es que los árboles muestreados con síntomas de enfermedades fueron 

identif icados de forma visual en el momento de la toma de muestras en campo, pero la 

técnica molecular empleada no ha sido capaz de detectar la presencia de los hongos 

causantes de dichas enfermedades. 

No se ha observado una composición fúngica estructurada que permita distinguir 

muestras sanas y enfermas. En su lugar, los perfiles de abundancia de especies difieren 

entre réplicas de una misma condición. Esto podría indicar que los cinco árboles 

muestreados por parcela, combinados para realizar la secuenciación, podrían haberse 

visto afectados por condiciones iniciales diferentes. 

  

4.3. Análisis de nichos funcionales 

El tercer objetivo del presente trabajo consistió en estudiar las diferencias entre los 

nichos funcionales desempeñados por las comunidades fúngicas en las muestras sanas 

y enfermas. Para ello, se representaron las principales funciones que presentan las 

comunidades fúngicas sanas y enfermas de cada lugar de muestreo (Figura 14), según 

(Nilsson et al., 2019a). En general, los nichos funcionales más abundantes y comunes 

en los cuatro ecosistemas estudiados son los patógenos de la planta y los saprótrofos 

del suelo, tanto en muestras sanas como enfermas. No obstante, se observan 

diferencias de nichos funcionales dependiendo del estado sanitario de la muestra y del 

ecosistema. 

En el caso de La Alamedilla, se observa que los principales nichos funcionales tanto en 

muestras sanas como enfermas son los patógenos de planta, los saprótrofos y los 

micoparásitos. Asimismo, se observa que la mayoría de las muestras sanas y enfermas 

presentan todos los nichos funcionales identif icados, a excepción de las muestras 
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enfermas en las que no se encuentran los nichos funcionales referentes a los endófitos 

de la raíz y líquenes. 

En las muestras sanas y enfermas de El Cubo de Don Sancho los principales grupos 

funcionales encontrados son los saprótrofos del suelo, los patógenos de planta y los 

endófitos de hojas. En este caso, se observa que en muestras sanas no hay presencia 

de nicho funcional de ectomicorrícicos, al igual que en muestras enfermas no hay 

presencia de parásitos de líquenes. 

En las muestras de Linares de Riofrío los hongos encontrados actúan principalmente 

como patógenos de planta, saprótrofos de basura y saprótrofos de madera. En este 

caso, las comunidades fúngicas de las muestras enfermas no presentan función 

ectomicorrícica. 

Las comunidades fúngicas que se recogen en las muestras sanas y enfermas de 

Valdelosa presentan como principales grupos funcionales los patógenos de plantas, los 

saprótrofos del suelo y los parásitos de algas. Además, se puede observar que las 

muestras sanas no presentan los nichos funcionales de hongos ectomicorrícicos, 

liquenizados y epífitos, mientras que las muestras sanas no presentan el nicho funcional 

de los hongos que habitan en las rocas.  
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Figura 14. Análisis de rasgos funcionales de hongos. El eje x hace referencia a la suma de la 
abundancia de los rasgos funcionales de hongos, en escala logarítmica. La línea que une los 
puntos equivale a la distancia de la abundancia de un rasgo funcional entre muestras de madera 
sana (puntos azules) y enferma (puntos naranjas). 

Las especies de hongos patógenos de planta del filo Ascomycota, Cercospora sojina 

(Dothideomycetes) y Pestalotiopsis disseminata (Sordariomycetes), están presentes en 

muestras enfermas de La Alamedilla, El Cubo de Don Sancho, Linares de Riofrío y 

Valdelosa. Cercospora sojina es principalmente conocida por la enfermedad de la 

mancha foliar de ojo de rana que causa en el cultivo de la soja en todo el mundo (Mian 

et al., 2008), mientras que Pestalotiopsis disseminata causa la enfermedad del tizón gris 

en el árbol Persea bombycina del cual se alimenta un gusano de seda endémico del 

noreste de India (Maharachchikumbura et al., 2011). Otras especies relevantes 

presentes en menor medida, por un lado, se encuentra Gibellulopsis nigrescens 

(Sordariomycetes) en El Cubo de Don Sancho y Linares de Riofrío y, por otro lado, dos 

especies del género Plectosphaerella, Plectosphaerella cucumerina (Sordariomycetes) 

y Plectosphaerella oratosquillae (Sordariomycetes) en La Alamedilla y Valdelosa, 

respectivamente. 

La Alamedilla El Cubo de Don Sancho 

Linares de Riofrío Valdelosa 
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No obstante, en las muestras sanas la dominancia de hongos patógenos de plantas está 

marcada por Pestalotiopsis disseminata (Sordariomycetes) y Stemphylium vesicarium 

(Dothideomycetes). Pestalotiopsis disseminata se encuentra presente en La Alamedilla 

y El Cubo de Don Sancho, y en Linares de Riofrío en menor proporción, mientras que 

Stemphylium vesicarium se encuentra en Valdelosa y en El Cubo de Don Sancho en 

menor medida. La especie Stemphylium vesicarium es la causante de distintas 

enfermedades en diversos cultivos como la mancha púrpura en el espárrago y la 

mancha marrón en el peral, entre otros (Graf et al., 2016; Köhl et al., 2009). Entre otras 

especies notorias se observa Cercospora sojina en Linares de Riofrío, Gibellulopsis 

nigrescens en La Alamedilla, Alternaria eichhorniae (Dothideomycetes) en Valdelosa y 

El Cubo de Don Sancho y Plectosphaerella cucumerina en La Alamedilla y Linares de 

Riofrío. 

La presencia de géneros dominantes de hongos saprótrofos del suelo del filo 

Basiodiomycota se observa en las muestras enfermas de cada lugar de muestreo, 

excepto en El Cubo de Don Sancho. Destacan los géneros Mortierella (f ilo 

Mucoromycota), Malassezia (f ilo Basidiomycota) y Solicoccozyma (f ilo Basidiomycota) 

en La Alamedilla, Linares de Riofrío y Valdelosa, respectivamente. Sin embargo, El 

Cubo de Don Sancho presenta tres especies de géneros diferentes, pero dos de ellas 

de los géneros Mortierella y Solicoccozyma. Entre las especies destacables y 

coincidentes en varios lugares de muestreo están Solicoccozyma aeria 

(Tremellomycetes) y Malassezia restricta (Malasseziomycetes).  

Al igual que en las muestras enfermas, en las muestras sanas predominan como 

saprótrofos del suelo las especies Solicoccozyma aeria y Malassezia restricta. 

Solicoccozyma aeria está presente en todas las zonas de muestreo, mientras que 

Malassezia restricta (Malasseziomycetes) está en todas las zonas de muestreo menos 

en Valdelosa.  

En conjunto, se observa que los hongos patógenos de plantas pertenecen al f ilo 

Ascomycota donde están dominados por las clases Sordariomycetes y 

Dothideomycetes. Sin embargo, los hongos saprótrofos del suelo corresponden al f ilo 

Basidiomycota, el cual está principalmente representado por las clases 

Tremellomycetes y Malasseziomycetes. Ambos nichos funcionales coinciden en que 

tanto las muestras sanas como las enfermas comparten las mismas especies fúngicas. 
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5. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este trabajo, enmarcado en el proyecto LIFE Mycorestore 

2020, se han centrado en describir la composición fúngica de cuatro ecosistemas 

mediterráneos diferentes con distintas especies de árboles y condiciones sanitarias, 

analizando muestras de madera de árboles sanos y enfermos mediante barcoding.  

Debido a lo novedoso del enfoque de este trabajo y a la consecuentemente escasa 

bibliografía disponible, la discusión se ha visto limitada. Sin embargo, hemos podido 

extraer las siguientes conclusiones, que corresponden con los objetivos indicados en el 

apartado correspondiente de esta memoria:   

1. El kit comercial de extracción de ADN de plantas E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek 

permitió obtener una cantidad suficiente de ADN a partir de muestras de madera 

para su posterior análisis mediante secuenciación de nueva generación (NGS).  

2. El número de OTUs identif icadas a nivel de especie en las muestras ascendió a 

891, donde se detectaron un mayor número de especies tanto en las muestras 

sanas como enfermas en Linares de Riofrío, seguido de Valdelosa, El Cubo de 

Don Sancho y, por último, La Alamedilla. 

3. En el análisis de secuencias el f ilo más abundante en todas las muestras 

analizadas ha sido Ascomycota, seguido de Basidiomycota y, en menor medida, 

Mucoromycota, independientemente de la condición sanitaria de las muestras. 

Las clases taxonómicas encontradas con mayor frecuencia fueron 

Sordariomycetes del filo Ascomycota y Agaricomycetes y Tremellomycetes del 

filo Basidiomycota. 

4. No se han encontrado diferencias significativas en cuanto a la diversidad de 

especies entre las muestras sanas y las enfermas de cada una de las zonas 

muestreadas. En cambio, sí se ha observado variabilidad entre las réplicas 

sanas y entre las réplicas enfermas de cada lugar en cuanto a riqueza de 

especies y abundancia de estas.  

5. Los nichos funcionales de hongos, según (Nilsson et al., 2019a), predominantes 

tanto en las muestras sanas como en las enfermas son patógenos de planta y 

saprótrofos del suelo. Los hongos patógenos de planta pertenecen al f ilo 

Ascomycota representado por las clases Sordariomycetes y Dothideomycetes. 
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Los hongos saprótrofos del suelo son del filo Basidiomycota dominado por las 

clases Tremellomycetes y Malasseziomycetes. En ambos nichos funcionales, las 

especies encontradas están presentes tanto en las muestras sanas como en las 

enfermas. 

6. En este estudio hemos constatado una serie de condicionantes que han limitado 

nuestra capacidad de análisis y que deberían revisarse en futuros estudios, entre 

las que podemos destacar las siguientes:  

a. la condición de “enfermo” o “sano” de los ejemplares muestreados se 

estableció de forma visual. En subsiguientes estudios sería 

recomendable comprobar la presencia del patógeno causante de las 

enfermedades en estudio mediante técnicas de diagnóstico molecular 

como la PCR dirigida o la qPCR.  

b. el margen de error de la plataforma de secuenciación para la 

identif icación de las especies nos resulta desconocido, al haberse 

aplicado un protocolo protegido por una patente y sometido a 

confidencialidad. En futuros estudios sería deseable conocer 

previamente estos parámetros.  

La caracterización de la diversidad fúngica a partir de muestras ambientales, como 

material vegetal, resulta ser una alternativa de gran interés complementaria a los 

métodos de identif icación fúngica tradicional. En vistas de futuras líneas de 

investigación, una de las áreas más prometedoras consistirá en comparar la microbiota 

fúngica de diferentes cultivos afectados por alguna enfermedad de la que se desconoce 

el agente causante.  
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