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ABREVIATURAS

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNrr: &cido desoxirribonucleico ribosémico nuclear

ARN: &cido ribonucleico

ARNasa: ribonucleasa

BAM: Block Alignment Map

CMNUCC: Convencién Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climético
CTAB: bromuro de hexadeciltrimetilamonio

D: diseased (enfermo/a)

E.T.S.l.LLA.A.: Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias
H: healthy (sano/a)

ha: hectérea

HTS: High-Throughput Sequencing o secuenciacion masiva

IPCC: Intergovernmental Panel on Climate Change (Grupo Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climético)

ITS: Region del espaciador transcrito interno

ITS1: Internal Transcribed Spacer 1

Krpm: kilo revoluciones por minuto

LTI: Laboratorio de Técnicas Instrumentales

NGS: Next Generation Sequencing o secuenciacion de nueva generacion
NMDS: escalado multidimensional no métrico

OTU: Operational Taxonomic Unit o Unidad Taxonomica Operativa
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PCR: Polymerase Chain Reaction o Reaccion en Cadenade la Polimerasa
SAM: Sequence Alignment Map

SEVAG: cloroformo-alcohol isoamilico 24:1

Sp: especie

Spp: especies

TE: Tris-EDTA, é&cido etilendiaminotetraacético

TFM: Trabajo de Fin de Master

UE: Unién Europea

UV: Ultravioleta

VCF: Variant Call Format

Nomenclatura propia del estudio

AD: La Alamedilla Diseased (muestras enfermas de La Alamedilla)

AH: La Alamedilla Healthy (muestras sanas de La Alamedilla)

CD: El Cubo de Don Sancho Diseased (muestras enfermas de El Cubo de Don Sancho)
CH: El Cubo de Don Sancho Healthy (muestras sanas de El Cubo de Don Sancho)

LD: Linares de Riofrio Diseased (muestras enfermas de Linares de Riofrio)

LH: Linares de Riofrio Healthy (muestras sanas de Linares de Riofrio)

VD: Valdelosa Diseased (muestras enfermas de Valdelosa)

VH: Valdelosa Healthy (muestras sanas de Valdelosa)

Laura Morejon Escudero i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) - E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS

Master en Ingenieria Agronémica

v/iv



DIVERSIDAD FUNGICA EN ECOSISTEMAS MEDITERRANEOS DE CASTILLA Y LEON

RESUMEN

El cambio climético y la accion humana afectan negativamente a la biodiversidad de los
ecosistemas mediterraneos, dando lugar a su deterioro y desintegracion, debido al
cambio delclimay a las modificaciones deluso de latierra. Estudios recientes se centran
en evaluar la actividad de la biodiversidad fungica de los ecosistemas mediante el
empleo de técnicas moleculares de secuenciacion de nueva generacién (NGS) como el
metabarcoding. En el presente trabajo se pretendid caracterizar la biodiversidad fangica
y contrastar si habia diferencias en la diversidad fungica detectada entre arboles sanos
y enfermos de cuatro ecosistemas mediterraneos distintos de Castillay Le6n (Espafia).
Para ello se seleccionaron cuatro zonas de arboles de distintas especies ubicadas en la
provincia de Salamanca. Cada una de las zonas estaba dividida en 3 parcelas de
arboles sanos y 3 parcelas de arboles enfermos. De cada parcela se tomo6 una muestra
de madera de 5 arboles para realizar la extraccion de ADN con dos métodos diferentes,
la secuenciacion mediante metabarcodingy el andlisis bioinformatico 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 patégenos de plantay del filo Basidiomycota en los hongos
saprotrofos, tanto en muestras sanas como en enfermas. Este estudio contribuye a
desarrollo de la caracterizacion de la diversidad fungica mediante técnicas moleculares
como una interesante alternativa complementaria al resto de técnicas tradicionales de
identificacién para conocer posibles enfermedades en plantas.

Palabras clave: diversidad, ecosistemas mediterraneos, 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 funga
biodiversity in ecosystems using next-generation sequencing (NGS) molecular
technigues such as metabarcoding. In the presentwork we aimed to characterize funga
biodiversity and to contrast if there were differences in fungal diversity detected between
healthy and diseased trees in four different Mediterranean ecosystems of Castillay Leon
(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 plotsin the same area. At the phylumlevel, 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 identification techniques to identify possible plant diseases.

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

1.1. Cambio climético y biodiversidad

Segun la Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climético
(CMNUCC) el cambio climéatico se define como “cambio del clima asociado directa o
indirectamente a la accidon antropogénica que afecta a la composicion atmosférica y
comprende la variacidon natural del clima registrada durante periodos de tiempo
semejantes”. Asimismo, consideraimportante diferenciar el cambio climético debido a
la accion humana, que afecta principalmente ala composicion de la atmésfera, frente el
cambio climatico a causa de fendmenos naturales (IPCC, 2013). Enla actualidad, existe
la necesidad de hacer frente a diversos retos basados en la conservacion de la
naturaleza, ya que cada vez se tiene mas conocimiento de que estan implicados en la
proteccién de los ecosistemas de los impactos del cambio climéatico. Entre estos retos
se encuentran la mitigacion del cambio climatico y su adaptacion, la proteccion de la
biodiversidad y la garantia del bienestar humano (Seddon et al., 2020).

Si nos centramos en la biodiversidad, ésta se define como todo tipo de vida en la que
seincluyen las variabilidades entre genes, especiesyrasgos funcionales. Suele medirse
como la riqueza (numero de especies observadas en un lugar) y launiformidad (medida
de la homogeneidad en la distribucién entre las especies de un lugar) (Cardinale et al.,
2012). Cadavez son mas los estudios que documentan los efectos del cambio climético
sobre lapérdida de biodiversidad, tanto a nivel de ecosistemas como de especies, pero
sin llegar a nivel de diversidad genética intraespecifica. Esto es posible gracias al
empleo de técnicas moleculares, como por ejemplo, el metabarcoding (Bélint et al.,

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

La continua pérdida de biodiversidad supone unreto a nivel internacional en el siglo XXl
(Thomsen & Willerslev, 2015), ya que en los ultimos afios se ha demostrado que afecta
negativamente al funcionamiento de los ecosistemas y disminuye la eficienciacon la
que se obtienen recursos (alimentos o biomasa), se descompone la materia organicay
se reciclan algunos nutrientes esenciales (Cardinale et al., 2012; Garcia-Vega &
Newbold, 2020). Asimismo, provoca el deterioro de los ecosistemas originales por su
pérdiday desintegracion, lo que favorece el aislamiento de habitats y la desaparicion de
especies y podraafectar en un futuro ala viabilidad de sus poblaciones (Fernandez et
al., 2020). Por todo ello, resulta necesario conocer laformaen la que se distribuyen las
especiesy los cambios en la dimension de las poblaciones a lo largo del tiempo para
Laura Morejon Escudero
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conservar la biodiversidad de los ecosistemas y realizar un seguimiento biolégico de
esta (Garcia-Vega & Newbold, 2020; Thomsen & Willerslev, 2015).

Como se ilustra en la Figura 1 la biodiversidad esta 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 climético globa

gue acaba modificando esas funciones de los ecosistemas.

.
Eco'g}stem
-4 __so_@‘rvicgs <,

! ':u-‘-"" ,‘_
Ecogystem,
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Images from NASA and Shutterstock.com; used with permission.

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 mediterraneos

De los ecosistemas terrestres, los ecosistemas mediterraneos son los mas 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 extension de los periodos de sequias, los incendios mas frecuentesy
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 adaptacion de los microorganismosy para mitigar los graves efectos del
cambio climético y de la accion humana en los ecosistemas mediterraneos, se considera
necesaria la creacion de resiliencia mediante la gestién de la biodiversidad fungica a

través de sistemas agroforestales, que permiten un mejor control de plagas y

Laura Morejon Escudero .
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enfermedades (Aguilera et al., 2020; Lasco et al., 2014) provocadas en general por
insectos y hongos (Maghniaet al., 2019).

La biodiversidad fungica de los ecosistemas se traduce en la existencia de una multitud
de estrategias de supervivencia, que incluyen la nutricién y la interaccion con otros
microorganismos. Esto supone unreto de gran envergaduraparalos investigadores que
pretenden descifrar las relaciones entre ellos y las principales funciones que
desempefian (Bajpai & Johri, 2017; Nilsson et al., 2019a). Las caracteristicas de los
hongos se ven modificadas en funcion de los factores abi6ticos, la localizacion
geogréfica, los efectos del cambio climatico y los factores ambientales de los
ecosistemas, e influyen sobre laaptitud de los ecosistemas. Por ejemplo, la composicion
y la abundancia de los hongos patégenos, enddfitos, saprotrofos y micorricicos se ven
afectadas por las variaciones en la composicion y diversidad de especies vegetales en
los diferentes habitats (Saitta et al., 2018). Por ello, resulta conveniente estudiar la
contribucion de los diferentes hongos en los ecosistemas (Bajpai & Johri, 2017; Nilsson
etal., 2019a; Scoma & Vorholt, 2018).

Para evaluar la actividad de la biodiversidad fungica en los ecosistemas, unatendencia
actual en los estudios de investigacion es comparar diferentes ecosistemas
mediterraneos y analizar cuales de los parametros relacionados con la biodiversidad
fungicaafectaa la fertilidad del suelo y a la frecuencia de aparicion e intensidad de las
enfermedades provocadas por hongos. Uno de estos estudios es el de Francaviglia et
al., (2017),enelcual se comparo el efecto de intensificacion deluso de latierra en cinco
ecosistemas diferentes (vifiedo con laboreo, vifiedo con cubierta vegetal, vifiedos
antiguos, cultivo de heno y pastos, y alcornocal) en el noreste de Cerdefia. Se observo
gue tanto el pasto como el alcornocal presentaron mayor contenido de carbono organico
en el suelo que el resto de los ecosistemas estudiados y un mayor indice de fertilidad
biol6gicaen el dltimo, lo que supone un incremento en el mantenimiento del ecosistema
en cuanto a fertilidad biolégica 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
fungicapresente en las hojas y las ramitas de olivos de diferentes plantaciones, en los
gue observaron diferencias de composicion fungica en funcion del 6rgano vegeta
estudiado. En el estudio de Costa et al., (2021), obtuvieron una mayor abundancia
fungicaendéfitaen las ramitas que en las hojas, lo que indica la influenciadel tipo de
organo sobre la biodiversidad fungica. En cambio, en el estudio de Angeliniet al., (2016)
se compard la biodiversidad flngica en cuanto a su composicion y distribucién en
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diferentes bosques autdctonos y de plantacién de distintas regiones de Italia, y pudieron
observar la influencia de las caracteristicas especificas de cada zonade estudio y de la
especie del &rbol sobre la biodiversidad fungica encontrada.

1.2.1. Ecosistemas mediterraneos en Castillay Ledn

Los ecosistemas mediterraneos se caracterizan por presentar un clima con veranos
calurosos y secos con riesgo de incendios, y otofios e inviernos frescos con
precipitaciones (Scarascia-Mugnozzaet al., 2000) y surgen de la interaccion del clima
con alteraciones antropogénicas, especialmente ligadas a actividades como el cultivo,
el pastoreo y la explotacion de madera y lefia (Castro & Castro, 2019). Dicho clima se
prevé que se veamodificado como consecuencia del efecto de laaccion antropogénica,
por lo que se esperan un descenso de la frecuencia de precipitaciones, un incremento
de los periodos de sequiay 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, esta muy bien documentado que muchos de los
ecosistemas mediterraneos se caracterizan por ser resistentes a los incendios y
depender de ellos para mantenerse, pararenovar bosques y controlar dafios de plagas
y enfermedades, ya que han sufrido incendios reiteradamente alo largo de su evolucion
historica (Ojeda, 2020). Sin embargo, los incendios de forma frecuente y agran escala,
derivados del cambio climético, conllevan graves consecuencias sobre la biodiversidad,

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

Dentro de los ecosistemas mediterraneos, resulta muy interesante el estudio de los
entornos agroforestales, ya que son considerados como sistemas socio-ecoldgicos de
gran importancia para conservar la biodiversidad delmedio, que como ya se haindicado
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 mediterraneos se considera a los arboles como los principales
productores de materia organica y suponen la principal fuente de alimentacion de una
gran cantidad de organismos. Entre ellos se cuentan insectos, hongos, bacterias, virus
y nematodos, algunos de estos Ultimos, causantes de plagas y enfermedades en la
vegetacion forestal (Gil Sanchez et al.,, 2007). Estos microorganismos son

fundamentales para el funcionamiento de los ecosistemas (Martin et al., 2011; Pérez-
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Magarifio et al.,, 2015), aunque todavia son poco conocidos en los ecosistemas
mediterraneos (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 manifiesto 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 funcion
gue desempefian los hongos y su conservacion en los ecosistemas, ya que intervienen
en numerosos procesos esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas y para
su adaptacion al cambio climatico (Venice etal., 2021).

Los ecosistemas mediterraneos se pueden encontrar en 31 paises, incluida Espafa
(Venice etal., 2021) que abarcaunade las regiones de ecosistemas mediterraneos mas
extensas de Espafa y de la Union Europea: Castilla y Leon (Gil Sanchez et al., 2007).
Presenta una superficie de 9.422.309 ha destinada al aprovechamiento, de las que el
37% sontierras de cultivo (cultivos herbaceos, barbechosy cultivos lefiosos), el 24% los
pradosy los pastizales (prados naturales, pastizales y erial a pastos), el 32% el terreno
forestal (monte maderable, monte abierto y monte lefioso) y el 7% otras superficies
(terreno improductivo, superficie no agricola y rios y lagos) (Junta de Castilla y Leon,
2021). Del total de la superficie de Castilla y Leon, 5,0 millones de ha son de suelo
forestal (52%),y 3.038.645 hacorresponden asuperficie forestal arbolada (32%), lo que
representala mayor ratio de Espafia (Consejo Econdémicoy Social de Castilla y Ledn,
2020).

La mayor parte del territorio castellanoleonés se incluye en la region mediterranea que
se caracteriza por presentar veranos calidos 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 vegetacion 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 mediterraneos como bosques termofilos y xeréfilos, bosques de coniferas
de alta montafia, montes mediterraneos, extensos bosques caducifolios de especies
eurosiberianas y sotosy bosques de ribera. Entre estos ecosistemas, predominan los
bosques de especies de hoja perenney resistentes de géneros como Quercus, Pinus 'y
Juniperus (Gil Sanchez et al., 2007). Estos ecosistemas presentan una elevada
biodiversidad endémica modelada por la accién antropogénica. En este caso, los
ecosistemas mediterraneos de Castilla y Ledn no se encuentran amenazados por un
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incremento de la poblacion o la sobreexplotacion, sino por el abandono rural y la
desertizacion (San Miguel Ayanz et al., 2011).

Respecto alos servicios que aportan los ecosistemas mediterrdneos de Castillay Ledn
a la sociedad gracias al funcionamiento de estos, se pueden clasificar en cuatro tipos
(Consejo Econémico y Social de Castilla y Leén, 2020):

e Servicios de aprovisionamiento: englobalos bienesy las materias primas que
aporta cada uno de los ecosistemas como, por ejemplo, madera, alimentos, etc.

e Servicios de soporte: comprenden la biodiversidad y los procesos biologicos
naturales de los ecosistemas para que exista el resto de los servicios

ecosistémicos.

e Servicios de regulacion: incluye aquellos servicios que se obtienen de la
regulacion de los procesos quetienen lugar en los ecosistemas, como la fijacion
de carbono, la proteccion de los suelos contrala degradacion y erosion, el ciclo

del agua, etc.

e Servicios culturales: hace referenciaaaquellos servicios asociados con el ocio

y tiempo libre.

1.2.2. Elreino de los hongos

El reino de los hongos es muy amplio, abarca una gran diversidad genética (Peay et al.,
2016) y estd en continua revision en cuanto a la adscripcion taxonémica y la
nomenclatura de las especies (Richards et al., 2017). Englobamas 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 econémica
(Ldacking et al., 2021), ya que presentan una gran influencia sobre las actividades del
hombre, se caracterizan por ser microorganismos omnipresentes dificiles de identificar,
al ser el resultado de una evolucién 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 propagacidon o biocontrol de
enfermedades y plagas, en la obtencién de biocombustibles, aditivos de alimentos,
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enzimas y productos de la industria farmacéutica (LUcking et al., 2021), en el ciclo de
carbono (Martin et al., 2011), en la descomposicion de la materia organicay en las
diferentes asociaciones tanto beneficiosas como antagdnicas con plantas y animales
(Spataforaetal., 2017).

A partir de la aparicion de tecnologias moleculares que permiten analizar la compleja
diversidad de microorganismos existentes en la naturaleza y dar solucion 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 clasificaciony
la nomenclatura de los hongos (Licking et al., 2021) y mejorar la compresion de la
estructura poblacional y las funciones de cada uno de ellos (McCarthy & Fitzpatrick,
2017). Este conocimiento tanto ecoldgico como taxonémico de especies incluso aun no
descubiertas, resultaimportante parala conservacion y la utilizacion de la biodiversidad
(Saitta et al., 2018). Sin embargo, antes del empleo de técnicas moleculares, se
analizaban los hongos comparando las caracteristicas morfolégicas o bioquimicas de
cada uno de ellos para su identificaciéon, lo cual limitaba el conocimiento de algunas

especies fungicas 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 6rganos de las
plantas, los cuales interactian con los microorganismos presentes en el medio, como
los hongos. De estos se tiene conocimiento su diversidad y contribucion al estado
sanitario de las plantas, la caida de las hojas y la descomposicion de estas.

La mayor parte de las especies de hongos son saprotrofas, organismos
descomponedores de materia organica, biopolimeros como la celulosay polisacéridos
como la quitina (Peay et al., 2016). Recientemente se ha descubierto el amplio grupo de
los hongos endofitos en elinterior de las plantas sin causar sintomas de dafio (Reinhold-
Hurek et al., 2015). Se conocen como hongos enddfitos 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 0
patégenos en estado latente (Schlegel et al., 2018), que pasan la mayor parte de su
ciclo vital en las plantas sin causar dafios (Reinhold-Hurek etal., 2015). Segun 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 abiodtico, pueden variar su
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resistenciafrente alos patégenosyfavorecer el intercambio de nutrientes. Sin embargo,
existen algunos endofitos 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 parésitos (Nilsson et al., 2019a). Por ello, es importante comprender la formade
vida de los hongos para conocer sus funciones ecoldgicas y su impacto sobre las
diversas comunidades vegetales de cada ecosistema (Martin et al., 2011), pero auin se
desconocen los diferentes agentes y acciones responsables de la actividad de las
comunidades de los hongos endofitos (Faticov et al., 2021)

Dentro de los enddfitos, los ascomicetos son los mas abundantes en las hojas, seguidos
de los basidiomicetos (Nilsson et al., 2019a). Los ascomicetos son hongos
pertenecientes al filo Ascomycota, y comprenden los hongos formadores de liquenes y
los principales hongos patégenos de cultivos agricolas responsables de causar
enfermedades en las plantas que, junto con los oomicetosy las bacterias patdgenas,

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

Dentro de los hongos basidiomicetos se encuentran los hongos ectomicorricicos 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 despolimerizacion y mineralizacion de la lignina que utilizan para obtener energia

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

A continuacion, se recogen las teméaticas y las principales conclusiones las que han
llegado los pocos estudios de metagenomica en los que se describen las comunidades

fungicas presentes en ecosistemas mediterraneos.

Entre los primeros estudios de descripcién e identificaciéon de hongos en ecosistemas
mediterraneos, se cuentan el de Saitta et al., (2018) y el de Ruiz GOmez et al., (2019)
realizados mediante metabarcoding. En ellos compararon la diversidad fungica de
suelos de ecosistemas mediterraneos 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 concluy6 que la riqueza
de especies de érboles presentes en el medio influyen sobre lariquezay diversidad de
hongos enddéfitos, mientras que los factores abiéticos (la altitud, el climay la edafologia)
apenas influyen. En cambio, en el estudio de Ruiz Gémez et al., (2019) observaron que
el estado sanitario de las encinas afectadas por la secay la abundancia de patégenos

oomicetos, vegetales y saprotrofos, tenian ciertainfluencia sobre los basidiomicetos.
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También hay unos pocos estudios de descripcién e identificacion de diversidad fangica
en suelos forestales. En ellos trabajan con muestras de suelos de castafios de méas de
100 afios de ecosistemas mediterraneos de Portugal, y en ambos (Baptista etal., (2015)
y Reis et al., (2017)), observaron una elevada diversidad fangica en la cual
predominaban los ascomicetos seguidos de basidiomicetos y, en menor proporcion, los

zigomicetos.

Otros estudios se centran en la identificacion de hongos a partir de hojas mediante
metabarcoding. En uno de ellos, Fernandez-Conradi et al., (2019), identificaron hongos
endofitos de las hojas de castaios y de las agallas producidas por la avispa invasora,
Dryocosmus kuriphilus, en el sur de la Toscana (Italia) y observaron diferencias en la
rigueza y la diversidad de hongos endofitos entre las hojas y las agallas analizadas,
siendo mayor en los tejidos de las hojas con predominio de los ascomicetos. Del mismo
modo, Taudiéere et al., (2018) identificaron una comunidad de hongos endéfitos de

ascomicetos en hojas de pino negro corso en el estudio realizado en laislade Corcega.

1.3. Medicion de la biodiversidad basada en secuenciacion
1.3.1. La secuenciacion nucleotidica

Las técnicas tradicionales de medida de biodiversidad, como las técnicas de cultivo puro
o estudios genéticos basados en la secuenciacién enzimética de Sanger, desarrollada
en los afos 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 secuenciacion de Sanger soélo permite
estudiarlos de uno en uno. Debido a esto, cadavez mas se emplean las técnicas meta-

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

A principios del siglo XXI, aparecieron los métodos de pirosecuenciacion y Next
Generation Sequencing (NGS) o secuenciacion de nuevageneracion. Estas Ultimas son
actualmente denominadas High-Throughput Sequencing (HTS) o secuenciacion
masiva, surgidas de nuevas generaciones de secuenciadores con la aplicacién de
técnicas de secuenciacion en paralelo, lo que permite analizar las secuencias
nucleotidicas de numerosos organismos (del orden de miles) alavez (Hernandez et al.,
2019). La aparicion de las técnicas de secuenciacibn de nueva generacion y
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secuenciacibn masiva han supuesto un cambio radical a la hora de estudiar la
biodiversidad (Deiner et al., 2017; Peay et al., 2016) y el control biolégico de los
ecosistemas (Deiner etal., 2017; Estensmo et al., 2021), yaque permiten secuenciar de
forma rapida el ADN contenido en muestras ambientales y asociar cada una de las
secuencias de ADN resultantes con una categoria taxonémica. Estas técnicas permiten
el andlisis de millares de secuencias. Ademas, son metodologias capaces de dar lugar
una gran cantidad de fragmentos de ADN mediante una Unica secuenciacion, lo que se
traduce en un mayor rendimiento del procesoy un menor coste en comparacion con
otras técnicas convencionales como la secuenciacion de Sanger (lllumina, 2021a; Peay
etal., 2016; Tas et al., 2021).

De esta manera, resultaabordable el estudio de la biodiversidad, empezar a analizar la
funcion de los distintos microorganismos en los ecosistemas (Tas et al., 2021) y analizar
sus relaciones evolutivas (Dupré & O’Malley, 2007) mediante la identificacion de un
elevado numero de taxones distintos de forma rapida a partir de una Unica muestra.
Entre estos métodos se encuentran las técnicas de segunda generacion como el
metabarcoding utilizando lllumina® (Ruiz Gémez et al., 2019): una plataforma de
secuenciacion por pares, que lleva a cabo la lectura del fragmento de ADN por los dos
extremos y permite realizar una estimacion del tamafio del fragmento de ADN inicial y
ubicarlo en el genoma (Santamaria Gonzalez & Lezana Rosales, 2018). Estatecnologia
se ha utilizado con diferentes objetivos, como la secuenciacion completay profunda de
regiones especificas del genoma, la secuenciacion del ARN para analizar el
transcriptoma (variantes del ARN mensajero) y para analizar lugares de union, o andlisis
de expresion génicay factores epigenéticos, asi como para el estudio del micobioma en
distintas situaciones, o laidentificacion de patdgenos, entre otras aplicaciones (lllumina,
2021b).

En especial, las técnicas de secuenciacion masiva son herramientas muy empleadas
actualmente para la identificacion de ladiversidad alfay beta de comunidades fangicas,
ya que son capaces de secuenciar millones de veces e identificar miles de taxones de

hongos anivel de especie de unamuestra (Anslan et al., 2018; Baldrian et al., 2021).

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

e Fragmentacion del ADN y union de adaptadores en los extremos de los
fragmentos. Latotalidad de fragmentos de ADN asociados a los adaptadores se
denominalibreria.
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e Selecciénde zonas de ADN de interés antes de secuenciar mediante hibridacion
en fase solida y amplificacién por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).
Las plataformas de segunda generacion requieren amplificacion de los
fragmentos de ADN, mientras que las plataformas de tercera generacion esto ya
no es necesario.

e Union de los fragmentos de ADN amplificados a una superficie sélida para

realizar el proceso de secuenciacion.
e Secuenciacion de los fragmentos de ADN.

e Obtencién de archivos de la secuenciacion, alineamiento de lecturas con
genomas de referenciamediante plataformas informéticas y creacién de base de
datos con los resultados obtenidos. Las técnicas de secuenciacion nueva
generacion 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
anotacion (Santamaria Gonzélez & Lezana Rosales, 2018).

Hoy en dia se encuentran disponibles una gran variedad de plataformas para la
secuenciacién masiva. Como se reflejaenla Tabla 1, segun Hernandez et al., (2019) a
lo largo de los afios distintas empresas han desarrollado metodologias con diferentes
bases técnicas y han generado plataformas cuyo rendimiento, tamafio medio y maximo
de las lecturas y tipo y frecuencia de los errores es muy variable. Asi, para cada
aplicaciéon de la secuenciacion, se puede elegir lamejor plataforma.
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Tabla 1. Principales tipos de secuenciadores masivosy sus caracteristicas (Hernandez et
al., 2019).

Secuenciador Compaiia Ano? Quimica Maxima longitud Max. rendi- Ratio de Max. n.® de
de lectura miento/carrera error (%) secuencias/carrera
454 GS FLX Roche 2004 Pirosecuenciacion- 700-800 pb 0,7Gb 1 5% 10°
emulsion
Genome Analyzer GA Solexa 2006 Sintesis-terminadores- 2 = 100 pb 1Gb ~0,1 1x 108
clusters
SOLiD® Life Technelogies 2007 Ligacion-emulsion 75+35pb 150 Gb ~5 1.400 = 108
lon Torrent PGM™ Life Technologies 2010 Sintesis-emulsion- 200-400 pb 2Gb ~1 0,4-5,5 = 10°
deteccion
protones
Proton™ Life Technologies 2012 Sintesis-emulsion- 200 pb 10Gb ~1 60-80 = 108
deteccion (actualmente
protones ~100Gb)
PacBio® Pacific Biosciences 2010 SMRT 6-8kb (max. 3Gb/dia ~13 370.000 = 108
15kb)
HiSeq Ilumina 2010 Sintesis-terminadores- 2 x 150 pb 1.500 Gb ~0,1 5.000 = 108
clusters (250pb en
mode rapid
run)
Miseq lumina 2011 Sintesis-terminadores- 2 x 300pb 15Gb ~0,1 253 108
clusters
Nextseq lumina 2014 Sintesis-terminadores- 2 x150pb 120Gb ~0,1 260 = 10°
clusters
Novaseq Ilumina 2017 Sintesis-terminadores- 2 x 250 pb 4.800-6.000 Gb ~0,1 20.000 x 10°
clusters
MinlON™ Oxford Nanopore 2014 SMRT 300kb 42Gb >4 4,4 x 10

SMRT: single molecule real-time.
a Afio de introduccion en el mercado.

1.3.2. Secuenciacibn de muestras ambientales: metagen6mica y
metabarcoding

Las tecnologias de secuenciacién que se explican a continuacibn 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 informacion recogidaen las muestras ambientales de
ADN ambiental, cuyas caracteristicas dependen de la biomasa, edad, nutricion del
organismo, fisiologia, historia vital y manejo del espacio, se pueden detectar y clasificar
especies sin tener previo conocimiento de estas y sin alterar los ecosistemas (Ruppert
etal., 2019).

La metagenomica es una ciencia dedicada al andlisis molecular del genoma de las
comunidades microbianas a través de la extraccion y secuenciacion del ADN de
muestras ambientales (Dupré & O’Malley, 2007; Singh et al., 2009; Xu, 2006), para
caracterizarlas e identificar su diversidad y distribucion sin el empleo de técnicas de
aislamiento ni cultivo de microorganismos (Creer et al., 2016; Doolittle & Zhaxybayeva,
2010). Apartir de una abundante mezcla de ADN, gracias a la metagenomica se pueden
comprender mejor cada uno de los procesos biolégicos que tienen lugar en las
comunidades microbianas de los ecosistemas (Tas et al., 2021), sus interacciones y la
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complejidad de sus relaciones evolutivas (Dupré & O’Malley, 2007). Asimismo, permite
dar solucion a problemas a los que tiene que hacer frente la humanidad en diferentes
ambitos como en biomedicina y en la gestion agricola y medioambiental (National
Research Council (US) Committee on Metagenomics: Challenges and Functiona
Applications, 2007).

Entre las herramientas mas habituales de la metagendémica, destaca el metabarcoing,
una herramienta molecular clave para realizar el seguimiento de la composicion de la
biodiversidad de los ecosistemas (Guerrieri et al., 2021; Makiola et al., 2019). Consiste
en identificar taxonomicamente las diferentes categorias microbianas presentes en una
muestrade ADN de entornos naturales o artificiales, amplificada por cebadores de PCR
y secuenciada en un sistema de alto rendimiento como puede ser lllumina® o lon
Torrent® (Adamo et al., 2020; Creer et al., 2016; Deiner et al., 2017; Ji et al., 2013;
Ruppert et al., 2019). Esto genera una coleccion de variantes genéticas (similares a los
“cadigos de barras”) de material genético, cadaunade las cuales corresponde con una
categoriataxonomica (tipicamente, una especie). Asi, la poblacion microbiana presente
en la muestra ambiental (suelo, plantas, madera, sedimentos o0 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 funcion en el medio (Estensmo et al., 2021; Liicking et al.,
2021; Ruppert et al., 2019), su relacién con diversos sintomas de enfermedades de
plantas (Ruiz Gomez et al., 2019) y su efecto con las alteraciones antropogénicas y
medioambientales (Adamo et al.,, 2020). De esta forma, se pueden identificar los
modelos de diversidad patégena que afectan a las plantas en funcién 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 caracterizacion de comunidades
microbianas a disposicion de la comunidad cientifica (Baldrian et al., 2021). Para ello,
se analiza laregion de ADN ribosdmico nuclear (ADNr), correspondiente en los hongos
con la region genética 18S, comun en los organismos eucariotas, como se muestra en
la Figura 2. La region del espaciador transcrito interno (ITS) es lamejor region del ADN
ribosémico para diferenciar taxonémicamente los hongos de una poblacion fungica a
nivel de especie (Schoch et al., 2012), por su altisima variabilidad. Puede dar lugar a
Laura Morejon Escudero

UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA)-E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Master en Ingenieria Agronémica

15/58



DIVERSIDAD FUNGICA EN ECOSISTEMAS MEDITERRANEOS DE CASTILLA Y LEON

una variacion intraespecificay a su vez estar ligada a una mayor division de especies
durante el analisis (Estensmo et al., 2021; Molik et al., 2021).

ITS1F
-
ITS1 ITS3
— o
18S DNA |1gq 588 DNA 52 28S rDNA
«— «—
100pb ITS2 ITS4

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

1.3.3. Herramientas de analisis de secuencias: la bioinformatica

La acumulacion de datos derivados de la secuenciacion masiva de nueva generacion,
(NGS), requiere sofisticadas herramientas para comprender la importancia de las
diferencias observadas entre organismos y ayudar tanto a nivel interespecifico (como la
identificacién de especiesy OTUs), como a nivelintraespecifico (identificacion de genes
y variantes alélicas). En respuesta a la necesidad de comparar y analizar genomas
completos o multiples variantes biologicas de secuencias nucleotidicas, junto con su
andlisis estadistico, aparecio la novedosadisciplina de la bioinformética, cuyo auge se
puede vincular a la secuenciacion completa del genoma humano en el afio 2001. La
bioinformatica consiste en aplicar una serie de herramientas de célculo y andlisis
(BLAST y Ensembl) parainterpretar datos biologicos (Bayat, 2002). En plena expansion
de las técnicas de secuenciacion, se hizo necesario analizar un enorme volumen de
secuencias de ADN obtenidas, ya sea mediante secuenciacion de nueva generacion o
por secuenciacion masiva en analisis metagenémicos como de metabarcoding. Para
ello, la metagenomica emplea sistemas informaticos de programacion como R, entre
otros, y de sistemas operativos como Linux con el fin de buscar patrones en la
informacion biolégica observada y comprender procesos complejos mediante modelos
biolégicos (Xu, 2006).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente estudio es caracterizar la biodiversidad fungica
presente en distintos ecosistemas de Castilla y Ledn enrelacion con su estado sanitario,
mediante la aplicacion 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
mediterraneas de Espafia, Italia y Portugal.

El estudio de labiodiversidad en madera, a partir de barcoding de hongos es un objetivo
complejo que se ha abordado recientemente, para el que se dispone de poca
informacién bibliogréfica con la que contrastar los resultados. Por consiguiente, hemos
dividido este objetivo principal en unaserie de objetivos especificos:

e Obtener ADN a partir de muestras de madera de diferentes especies de arboles
sanas y enfermasy de distintos ecosistemas mediterrdneos de Castilla y Ledn
(Espana) de suficiente calidad y en suficiente cantidad como para realizar

secuenciacion de nueva generacion (NGS) con ellas.

e Describir y cuantificar la biodiversidad de comunidades fungicas presentes en

los ecosistemas de bosque mediterraneo seleccionados.

e Analizar posibles diferencias entre las distintas funciones que desempefian las
comunidades fungicas de las muestras de arboles sanos y enfermos de cada
lugar de muestreo.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Para la realizacion de este estudio de investigacion, se han empleado muestras de
madera de cuatro especies de arboles (Quercus ilex, Quercus pyrenaica, Quercus suber
y Castanea sativa), con distintos estados sanitarios, procedentes de cuatro localidades
diferentesde laprovinciade Salamanca (La Alamedilla, El Cubo de Don Sancho, Linares
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de Riofrio y Valdelosa). Dichas muestras fueron facilitadas por el Departamento de
Patologia Forestaldela E.T.S.I.1.A.A. de la Universidad de Valladolid, y fueron recogidas
enel marco dela primeraanualidad del proyecto LIFE MycoRestore. Este proyecto LIFE
corresponde al Programa LIFE de la Union Europea para el Medio Ambiente y la Accion
Climética para el periodo 2021-2027. Los objetivos generales del Programa LIFE son
muy ambiciosos y entre ellos se encuentran conseguir una sociedad justay prosperaen
la UE, con una economia moderna, eficiente en recursos y competitiva, sin emisiones
netas de gases de efecto invernadero en 2050 y con crecimiento econémico
desvinculado del uso de recursos. Ademas, persigue proteger, conservar y mejorar los
espacios naturales de la UE, y proteger lasalud y el bienestar de los ciudadanos de los
riesgos e impactos asociados con el medio ambiente y el clima (Ministerio para la
transicion ecoldgicay el reto demografico).

3.1.1. Descripcionde laslocalidades, seleccion de parcelasytomade muestras

El presente estudio se centraen cuatro zonas diferentes de la provincia de Salamanca
(La Alamedilla, EI Cubo de Don Sancho, Linares de Riofrioy Valdelosa), de 60 hectareas
cada una, aproximadamente. La localizacion de dichas zonas se recoge en los mapas

de la Figura 3.

En cada una de dichas localidades se han definido subparcleas de &rboles sanos y
enfermos de cuatro especies forestales mediterraneas predominantes (Quercus ilex,
Quercus pyrenaica, Quercus suber y Castanea sativa). La enfermedad caracteristica de
cada zona, asi como la especie forestal predominante y las caracteristicas de la zona
serecogenenlaTabla 2.

Laura Morejon Escudero .
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) - E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Master en Ingenieria Agronémica

18/58



DIVERSIDAD FUNGICA EN ECOSISTEMAS MEDITERRANEOS DE CASTILLA Y LEON

A Parque/Natural P
do D..(.),l:'vruo de Sayago
Internacional o Fue
Topas
Freixo/de
Espada aiCinta Ledesma [A-66 | |
Saucelle
Vitigudino
Salamanca
Parque Natural
de Arribes
del:Duero rem
A
La Fuente de T
San Esteban
Almeida L
Sancti-Spiritus
Tamames o [ E-803 |
Eg Fom&fﬁ Cdad. Rodrigo \ 4
Guijuelo
9 Puel
D Uy .&a Alberca Bos

Lledesma

Almeidagy:

Sancti:

P i Tamames . 9 La Alamedilla
NS = CdadiRodiigo : / Q valdelosa

* - " Guijlelo
: e y El Cubo de Don Sancho
p i g ; . L'a Alberca

@ Linares de Riofrio
Figura 3. Localizacion geogréfica de las muestras. Mapa (A) y mapa relieve (B) con
localizacion de las zonas de muestreo (La Alamedilla, Valdelosa, EI Cubo de Don Sancho y
Linares de Riofrio) en la provincia de Salamanca. Imagenes 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 Riofrio Castanea sativa Tintadel castafio y chancro del castaio
Valdelosa Quercus suber La seca
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Para cada unade las zonas estudiadas, entre noviembre de 2019y enero de 2020 se
seleccionaron visualmente 3 parcelas de arboles aparentemente sanos y 3 de arboles
enfermos, que presentaran sintomas. De cada parcela se recogieron muestras de
madera de 5 érboles que formasen una circunferencia y se mezclaron, siguiendo el
esquema de la Figura4. Para ello se empled una técnicano destructiva de recoleccion
del material vegetal basada en la percusion mediante cincel y martillo. Las muestras se
tomaron a una altura de 1.5 m desde el suelo y a una profundidad aproximadade 1 cm
desde la superficie cortical. De estamanera, hemos manejado un total de 12 muestras
de arboles aparentemente sanos (3 repeticiones x 4 localizaciones) y 12 muestras
enfermas entre todas las zonas.

Diseiio del muestreo de campo

A Zonas de muestreo y enfermedades y plagas B Especies arbdreas de muestreo

(a) La Alamedilla (La seca)
(b) Cubo de Don Sancho (La secay Cerambyx wilensil)
(c) Linares de Riofrio (Tinta del castafio y chancro del castaiio)

(d) Valdelosa (La Secay Coraebus undatus) ' - v
(a) (b) (c) (d)

Quercus Quercus Castanea Quercus
ilex pyrenaica sativa suber

C

Esquema de muestreo en cada zona
6 parcelas de muestreo (3 sanas y 3 enfermas)

Muestra de madera de 5 arboles sanos

Muestra de madera de 5 arboles enfermos

Figura 4. Disefio del muestreo de campo. A. Zonas de muestreo y composicion de especies
arbdreas. B. Imagenes representativas de las especies de arboles seleccionadas. C. Esquema
de la seleccién de parcelas muestreadas (3 de &rboles sanosy 3 de arboles enfermos), con 5
arboles por parcela. Este esquema se repite en cada zona de muestreo.

3.1.2. Descripcion de enfermedades emblematicas

Las parcelas se han seleccionado, en cada caso, por presentar enfermedades
producidas por hongos, como la seca de los Quercusy la enfermedad de la tinta del
castafio, ambas causadas por el oomiceto Phytophthora cinnamomi, junto con
Phytophthora cambivora, en algunas ocasiones en laenfermedad de latinta del castario,
y la enfermedad del chancro del castafio, cuyo responsable es el ascomiceto

Cryphonectria parasitica (Sanchez et al., 2010) (Figura ).

La seca de las especies del género Quercus consiste en lapodredumbre de laraiz que
puede afectar a un gran numero de especies lefiosas debido al oomiceto patdgeno
destructivo originario de Asia Phytophthora cinnamomi (Senaet al., 2018; Valverde et
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al., 2017). Causa una reduccion del vigor, clorosis o marchitez de las hojas, defoliacion
y en ocasiones la muerte de los arboles (Caetano et al,. 2010; Hernandez-Lambrafio et
al., 2019). La aparicion e incidencia de este oomiceto puede verse favorecidapor los
efectos del cambio climético que tienden aincrementar latemperaturay los periodos de
sequiade los ecosistemas (Fernandez-Habas et al., 2019).

La enfermedad de la tinta del castafio consiste en la obstruccion de los vasos
xileméticos y en la secrecion de una especie de liquido de color negro como
consecuencia de la oxidacion de los taninos en contacto con el aire, dando lugar un
decaimiento progresivo de los brotes hastala totalidad de la copa (Valverde etal., 2017).
En este caso, el agente causante de la enfermedad de la tinta del castafio también es
el oomiceto Phytophthora cinnamomi y en algunas ocasiones Phytophthora cambivora
de formaindividual o junto P. cinnamomi (Sanchez et al., 2010).

La enfermedad del chancro del castafio es una de las amenazas fitosanitarias mas
graves de esta especie, causada por el hongo ascomiceto Cryphonectria parasitica,
originario del este asiatico. Este hongo causa la muerte de ramas y troncos (Valverde et
al., 2017; Juntade Andalucia) como consecuenciade laaparicion de lesiones necréticas
en la cortezade los arboles denominados chancros que provocan su marchitez (Rigling
& Prospero, 2018).

3.1.3. Descripcion 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 encuentraa una altitud de
756 ma nivel del mar y se caracteriza por presentar una precipitacion media anual entre
600-854 mm. Engloba 60 hade superficie de dehesade Quercus ilex con unadensidad
de 49 érboles/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 arboles como alcornoques y robles. Asimismo, algunos de los
arboles de esta zona estan 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 hay unadensidad de 24 arboles/ha. Se encuentraa 736 m de altitud sobre el nivel

del mar y presentauna precipitacion 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 ultimo el principa

causante de la seca de las quercineas.

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 encuentraa 842 m de altitud sobre el nivel del mar y
presenta una precipitacion media anual de 500-700 mm. En esta zona predominan los
arboles de la especie Quercus suber, tanto sanos como enfermos, como consecuencia
de la seca de las quercineas y del insecto Coraebus undatus, seguidade las especies

Quercus ilex y Quercus pyrenaica.

Linares de Riofrio: a956 m de altitud sobre el niveldel mar y con una precipitacion media

anual entre 700-900 mm. Engloba 10 ha de bosque antiguo de castafios centenarios
anteriormente abandonado y sin pastoreo, con mezcla de especies caducifolias y con
una densidad de 1250 arboles/ha. En este caso, algunos de los arboles se encuentran
afectados por la enfermedad de la tinta del castafio causada por los oomicetos
Phytophthora cinnamomi y Phytophthora cambivora, y por la enfermedad del chancro
del castafio, causada por Cryphonectria parasitica. Debido a estas enfermedades, el
castafio se considera una especie amenazada por las enfermedades fungicas
estudiadas como la tinta y el chancro del castafio, que han reducido notablemente la
densidad de esta especie (Gil Sanchez et al., 2007; Conederaet al., 2016).
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(Nl 54 :
Figura 5. Inspeccion visual desintomas en especies arbéreas. Fila superior. La seca de las
especiesdel género Quercus. Imagenes reproducidas de https:/bit.ly/2Z5QJPj. Filaintermedia.
La enfermedad de la tinta del castafio. Imagenes reproducidas de https:/bit.ly/3DUB3NN. Fila
inferior. La enfermedad del chancro del castafio. Imagenes reproducidas de

https://bit.ly/3aQiyh9.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparacion de las muestras

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

nitrégeno liquido y mantenidas en un congelador a -18°C en tubos Eppendorf.

Las muestras de madera fueron sometidas a una serie de tres lavados con el fin de
eliminar la mayor cantidad de impurezas y polifenoles presentes en la madera y
favorecer la rupturade células para facilitar la extraccion de ADN (Rachmayanti et al.,
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2006). En primer lugar, se realizé 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 unaincubacion en un bafio seco a 65°C durante 10’, con doble agitacion
en vortex. 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
unmolino (RETSCHMM 400) a 30 Hz durante 40’ con cuatro bolas de wolframio o acero
de 2 mm de didmetro y con el tampon correspondiente segun el protocolo de extraccion
de ADN aplicado.

3.2.2. Genética molecular

3.2.2.1. Extraccion y purificacién de ADN

Las extracciones de ADN se realizaron en los laboratorios del departamento de
Produccion Vegetalde la E.T.S.I.I.A.A. de la Universidad de Valladolid. Se utilizaron dos
protocolos de extraccion de ADN de material vegetal para comparar su efectividad,
Doyle & Doyle (1990) adaptado a pequeiios volumenes y kit comercial de extraccion de
ADN de plantas E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek (Figura6).

Dovle & Doyle (1990) modificado

Se basa en la extraccion de ADN con CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio),
adaptado a pequefios volimenesy utilizando molinillo a partir de 200 mg de material
vegetal congelado a -20°C.

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 tampon de extraccion
utilizado en este caso tenia la siguiente composicion: 100 mM Tris.HCI pH 8, 20 mM
EDTA pH 8, 1.4 M NaCl, 1% PVP, 2% CTAB y 0.4% beta-mercaptoetanol. Tras la
molienda, se recuperod el sobrenadante de cada una y se pas6 a un tubo Eppendorf
limpio, se afiadieron 100 uL de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamilico) y se incubaron
los tubos en un bafio de agua a 65°C durante 30’ con agitacién periddica mediante
vortex. A continuacion, se centrifugaron los tubos a 13 krpm durante 5’; se eliminé el
precipitado; se traspaso el sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio y se afiadieron 600
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uL de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamilico 24:1) frio. Se agit6 la mezcla utilizando un
vortex y se volvio a centrifugar del mismo modo. Tras la centrifugacion, se recuperaron
400 uL del sobrenadante, se traspasé a un tubo Eppendorf limpio y se afiadié 1 mL de
etanol 95° a 4°C de temperatura para su incubacion en frio durante un minimo de 12h.
A continuacion, se centrifugaron los tubos durante 10’ a 13 krpm para eliminar el
sobrenadante y se procedi6 arealizar los lavados con las soluciones de lavado 1 (0.2 M
acetato sodicoy 76% etanol) y 2 (10 mM acetato amonico y 76% etanol) previamente
preparadas, con centrifugacion y eliminacion de sobrenadante entre lavados sin retirar
el pellet. Por ultimo, se dejaron secar los pellets en un concentrador SpeedVac
ThermoFisher Scientific durante 10’ y, una vez comprobado que estaban secos, se
anadieron 100 uL de TE 10:1 (Tris-EDTA, 10 MM Tris.HClapH 7.4y 1 mM EDTA). Los
ADNSs extraidos se conservaron a-20°C.

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

Se trata de un método de extraccion de ADN de tejidos vegetales capaz de eliminar
polisacaridos, compuestos fendlicos e inhibidores enziméticos de las muestras
vegetales. Emplea ARNasa para purificar el ADN extraido de forma que se elimine el

ARN presente. Laextraccion se realiz6 siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Después de la fase de molienda de las muestras, se afiadieron 800 pL del bufferPly
se incubaron a65°C en un bafio de aguadurante 10’ con agitacion periddica con vortex.
A continuacion, se afladieron 140 pL delbufferP2 en cadatubo, se mezclaron con vortex
y se centrifugaron durante 10°a10 krpm. Tras la centrifugacién, se recuperaron en torno
a 700 uL del sobrenadante en cada tubo, se afadieron 490 uL de isopropanol y se
mezclaron con vortex 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 continuacion, se afiadieron en cada tubo 300 pL de agua destilada a 65°C, se
mezclaron con voértex y se incubaron en el bafio de agua a 65°C durante 3’. Acto
seguido, se afadieron 4 uL de ARNasa, 150 pL del buffer P3y 300 uL de etanol.
Después, se paso todo el liquido del tubo aunacolumna que incluye el kit de extraccion
y se centrifugd a 10 krpm durante 1°. Tras la centrifugacion, se realizaron dos lavados
de 650 uL cada uno con la solucién de lavado a la que se le afiadi6 100 puL de etanal
100%. Después, se centrifugaron las columnas vacias 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 continuacion, se transfirié la columna a un tubo Eppendorf
limpio, se afadieron 50 uL de buffer de elucién a 65°C de temperatura, se dejaron

durante 3-5’a temperaturaambiente y se centrifugarona10 krpm durante 1°. Por Gltimo,
el paso anterior se repitio y se almacend el ADN extraido en el congelador a -20°C.

Protocolo kit comercial de extraccion de ADN de plantas E.Z.N.A.® Omega Bio-tek

A l O
: 'S =) @ P €2 & O\ - €
: Y o QY Qi — v .
| v ¥ @ .
Triturar L Precipitado Transferir Precipitado  Resuspension - .
Lisis ecipita Transferir Lavar 2 Secar
muestra con  coy,a - POlisacaridos sobrenadante  ADN ADN a HiBind® veces
nltrogeno ADN Mini
liquido Columna

Protocolo Doyle & Doyle (1990) de extraccién de ADN de plantas modificado

B H H
‘ [
[ — —_— | — —_— —_— (D — g —
v /%
Molido ~ Recuperacion Incubacién  Eliminacién Recuperacién  Incubacion Lavar 2 Eliminar  Secarpellet ~Secar
de sobrenadante a65°C +  precipitado sobrenadante + enfrio 12h  veces sobrenadant en pellet +
muestras ~ + SEVAG  agitacién SEVAG + e+secar  SpeedVac TE
etanol 95°y

4C

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

3.2.2.2. Medidas de calidad de la extraccion de ADN

La calidad y cantidad de ADN recuperado en cada caso se midié de dos maneras: )
con equipo Qubit (ThermoFisher Scientific) de fluorometria del Departamento de
Patologia Forestaly i) con el espectrofotometrodisponible en el Laboratorio de Técnicas

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

El fluordmetro, ademas de cuantificar el ADN, permite medir de forma rapida y precisa

la cantidad de contaminantes (ARN y proteinas) presentes en las muestras. Para ello,
se utilizan fluorometros Qubit especificos a las moléculas de andlisis que solo emiten
fluorescencia cuando se unen alas moléculas de estudio, en este caso, amoléculas de

ADN. El fluorémetro que se emplea es mas sensible que la absorbancia a UV

(ultravioleta).
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El espectrofotdmetro permite determinar la cantidad y la pureza del ADN extraido

presente en las muestras, gracias a la capacidad de absorbancia de los diferentes
compuestos contenidos en las muestras a diferentes longitudes de onda (280, 260y 230
nm). En nuestro caso, las cantidades de ADN recuperadas estaban por debajo del limite
de deteccion del aparato empleado, por lo que los valores obtenidos no resultaron
fiables.

3.2.3. Secuenciacién masiva y analisis bioinformético

Una vez cuantificadas, las muestras de ADN fueron enviadas para su secuenciacion a
la empresa Biome Makers S.L. (Espafia), que analiza la biologia del suelo mediante la
secuenciacion del ADN extraido con el empleo de técnicas moleculares. Para ello se
combinaron las muestras de los 5 arboles seleccionados en cada parcela, de forma que
se secuenciaron 3 muestras compuestas por madera de 5 arboles sanos y 3 muestras
compuestas por madera de 5 arboles enfermos, por cada zona de muestreo.

Para caracterizar la diversidad de comunidades microbianas fungicas se amplifico la
region ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1) del gen ITS, mediante el empleo de
cebadores especificos (Patente WO2017096385A1). La secuenciacion se realizd en un
equipo lllumina® MiSeq® (San Diego, CA, USA) aplicando la estrategia de secuenciacion

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

En la Figura 7 se reflejan los pasos del proceso seguido para la identificacion de la
diversidad fungica de las muestras de madera desde la toma de muestras hasta los
analisis bioinforméticos realizados. La etapa 1 de Muestreo, fue integramente
desarrollada en el Laboratorio de Patologia Forestal de la UVa, asi como la etapa 2.1,
de extraccion del ADN de cada muestra. El resto de las etapas de la Fase 2
(amplificacion y secuenciacion), asi como la Fase 3-l (andlisis bioinformatico y
adjudicacion de OTUSs), fue llevada a cabo por la empresa Biome Makers. La fase 3-II
(andlisis estadistico) es el cuerpo del presente estudio.
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Sampling

Collection of representative samples

Accurate handling to prevent contaminations
Storage:

- 4°Cfor transportation

- -20/-80°C or freeze-drying for long term storage

Barcode amplification (e.g. 165, ITS, 185)
Amplicon purification

Adaptor and index ligation
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Figura 7. Proceso de identificacion fingica realizado en las muestras de madera
(Abdelfattah et al., 2018).

El andlisis bioinformatico se realiz6 siguiendo los protocolos propiedad de Biome Makers
y protegidos por la patente WO2017096385A1, basados en la plataforma QIIME2
(Bolyen et al., 2019). Se llevo a cabo un control de calidad de las secuencias para
eliminar quimeras y adaptadores en los extremos (Edgar et al., 2011). La asignacién de
novo a grupos de unidades taxonomicas (operational taxonomic units, OTU) se realizd
mediante alineamiento y ensamblaje de las secuencias. Como criterio de identidad se
determiné un 97% de similitud en el alineamiento. La clasificacion de las OTUs en
grupos taxonomicos conocidos se realizd enfrentando las secuencias mas

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

Se realiz6 un anélisis de rarefaccion para controlar las diferencias en la profundidad de
secuenciacion 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 delatabla deabundancias. Lacolumna“Cédigo” contiene losidentificadores
del serviciode secuenciacion. La columna “Etiqueta” contiene losid entificadores internos usados
para almacenar las muestras. Las columnas “Parcela” y “Etiqueta” contienen la localizacion 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%.

Cdédigo | Etiqueta| Parcela | Condicion '?:s;ﬂisa :\;?iiigéz nggﬂﬁlga
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
A38051 | 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
A38050Q | LD1 Linares Diseased 0 0 0
A3805P | LD2 Linares Diseased 0 0 0.001
A38050 | 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. Andlisis de biodiversidad

3.2.41. Medidade diversidad alfa

La diversidad alfa es la diversidad internade un lugar o una muestra especificos. En
este caso se estimé mediante tres indicadores: la riqueza, el indice de Shannon y el
indice de Simpson (Shannon, 1948; Simpson, 1949). Si se considerac; el numero de
especies observadas i veces (i = 1,2,...) y p; la abundancia proporcional de laespecie
s(s=1,..,5), entonces los indicadores de diversidad alfa pueden estimarse mediante

las siguientes formulas:

Riqueza = Z 1p.>o03 = Z C;
s i

indice de Shannon = — Z ps log (ps) < log(S)
S

1
2P

Indice de Simpson = <S

KN

Donde la riqueza representa el niumero total de especies observadas, el indice de
Shannon representala uniformidad en la distribucion de abundancias de las especies y
el indice de Simpson representa el inverso de la probabilidad de que dos individuos
elegidos al azar pertenezcan ala misma especie.

3.2.4.2. Medidade diversidad beta

La diversidad beta es la diversidad entre muestras. Se estim6 de forma cuantitativa
mediante el indice de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957). Se puede calcular mediante la

aplicacion de la siguiente formula:

Z|xij — Xkl

Indice de Bray — Curtis = —=————
X0y + xix)

Donde j y k hacen referenciaalas dos muestras a comparar, x;;Se corresponde con la

abundancia de la especie i en el sitio j y x;; es la abundancia de la especie i en el sitio
k. Por tanto, el indice de Bray-Curtis representalafraccion de lacomunidad fungica que
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se comparte entre dos muestras. Las muestras se ordenaron en funcion de este indice
mediante un método de escalado multidimensional no métrico (NMDS).

El analisis de diversidad de nichos funcionales se llevé a cabo mediante la base de datos
FungalTraits v1.2 (P6lme et al., 2020). A cada especie de hongo se le asignaron las
caracteristicas funcionales descritas como “primarias” o, en su defecto, “secundarias’.
La prevalencia de cada nicho funcional se estimé sumando las abundancias de las

especies que lo presentaban.

Los indices de diversidad alfa se estimaron a partir de la tabla de abundancias
absolutas. Los indices de diversidad betay de diversidad funcional se estimaron a partir
de la tabla de abundancias relativas y tras una preseleccion de aquellas comunidades
fungicas con una presenciadel 0.001% en al menos el 50% de las muestras, al nivel

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

La estimacion de los indicadores de biodiversidad se llevo 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 DISCUSION

En este TFM se ha procedido a identificar la diversidad fangica total de muestras de
madera mediante NGS; y se tratarda de identificar entre ellos a los hongos
fundamentalmente “beneficiosos” y fundamentalmente “perjudiciales”. Para ello se
aplicaran técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) sobre muestras de
madera de arboles 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
compararan los resultados con distintas bases de datos de secuenciasy se interpretaran

en relacion con la bibliografia disponible.
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4.1. Comparativa entre métodos de extracciéon de ADN

El primer objetivo del presente trabajo consisti6 en obtener material genético de
suficiente calidad para ser enviado al servicio de secuenciacion. Para ello se
compararon dos protocolos, el de Doyle & Doyle (1990) modificado para pequefios
volumenes (Doyle, 1991) y un kit comercial E.Z.N.A.® (Omega Bio-tek, USA). En la
Figura 8A se observa que larelacion absorbancia 260/230 se observa que la proporcién
obtenida con el kit indica una mayor proporcion de ADN y menos compuestos
contaminantes (sales, fenoles, otros reactivos, polisacaridos, etc.), que con el método
de Doyle. En la relacion 260/280 es mas homogénea con el método del kit que con el
Doyle, ya que los resultados obtenidos con el método Doyle indican ciertacontaminacion
de las muestras por ARN al no presentar ARNasa este método (Figura8B). Por tanto,
se decidié emplear el kit comercial para realizar todas las extracciones de ADN. En la
Figura8C puede comprobarse que con el método del kit comercial se obtuvo en todas
las muestras una concentracion de ADN muy similar entre 1-2 ng/uL, mientras que con
el método Doyle se obtuvieron resultados mas variables en cuanto a la cantidad de ADN,
desde concentraciones insuficientes de ADN para secuenciar hasta concentraciones de
ADN mas elevadas que con el kit comercial.

w
i - o
<+ - —'—: <+ : < 4
Q @ - —_—
o N ~ - !
3 2 : <]
a o - ? 5] o - : -
o]
o~ o o~ ©
T T T T v T T
Doyle Kit Doyle Kit Doyle Kit

Extraccion Extraccién Extraccion

Figura 8. Comparativa entre el método de extraccion de ADN de material vegetal Doyle &
Doyle (1990) modificado y el kit E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek. A. Relacién absorbancia
260/230 indica la presencia de contaminantes (sales, reactivos, fenoles, polisacaridos etc.) en la
proporcion del método Doyle, mientras que la proporciondel kit es favorable al DNA 'y no a los
contaminantes. B. Relacion de absorbancia 260/280 muestra contaminacién de ARN en la
proporcién del método Doyle. C. Concentracion de ADN en las muestras medidas con Qubit en
funcion del método de extraccion empleado.

La cantidad y pureza del ADN extraido es una de las diferencias mas 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 ejecucion de
cada método. Apoyandose en los resultados obtenidos en el espectrofotometro, el

método del kit comercial de E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek arroja resultados mas
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homogéneos en cuanto a cantidad y purezade ADN y con un mayor rendimiento, debido
a que la purificacion del ADN con el kit es més eficaz, como demuestrala proporcion de
absorbancia a las distintas longitudes de onda. Con lafluorometria se obtuvieronvalores
de concentracion de ADN més altos con las alicuotas de ADN extraido con el kit
comercial, los cuales variaron alrededor de 1,5 ng/ulL. Esto indica la dificultad de extraer
ADN a partir de material vegetal como la madera, en comparacion con la extraccién de
ADN a partir de tejidos de origen animal.

4.2. Analisis descriptivo de la biodiversidad

El segundo objetivo del presente trabajo consistié en cuantificar la biodiversidad de
comunidades fungicas presentes en los ecosistemas de bosque mediterrdneo
seleccionados. Las seis muestras analizadas en cada localizacion se corresponden con

3 parcelas sanas y 3 enfermas, cada una compuesta por cinco arboles.
4.2.1. Resultados de la secuenciacion

Una vez purificado el ADN de cada muestra se mandaron a secuenciar a la empresa
Biome Makers. En la Figura9 puede comprobarse que el nimero de lecturas obtenidas
en la secuenciacion, a partir de las muestras procesadas con el kit comercial E.Z.N.A®
de Omega-Biotek, fue adecuado para continuar con el andlisis bioinformatico
(profundidad media de lectura=5x10%).

La Alamedilla

El Cubo de Don A
Sancho L )

Linares de A E:Il
="
—

Riofrio

ValdelosaH O Disease
I O Healthy
| [ |

0 50000 100000 150000

Lecturas
Figura 9. Numero de lecturas obtenidas por secuenciacion en cada muestra de ADN
extraida con el kit comercial. En general, se observa un mayor nimero de lecturas en las
muestras enfermas que en las sanas, independientemente del lugar de muestreo.

Laura Morejon Escudero .
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) - E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS

Master en Ingenieria Agronémica

33/58



DIVERSIDAD FUNGICA EN ECOSISTEMAS MEDITERRANEOS DE CASTILLA Y LEON

4.2.2. Descripcion de la biodiversidad observada

En primer lugar, se represento la proporcién de grupos taxondmicos 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 fungicos se observatanto en muestras sanas como enfermas.

Alamedilla (Oak) Cubo (Pyrenean)
. Ascomycota . Blastocladiomycota . Olpidiomycota . Ascomycota - Blastocladiomycota . Olpidiomycota
. Basidiomycota Mucoromycota . Oomycota . Basidiomycota Mucoromycota . Oomycota

1.00
c 0.751 1
§e]
5
Q_O.SO‘ 1
o
Q. 0.251 1
0.004 N e o ——
Samples Samples
Linares (Chestnut) Valdelosa (Cork)
. Ascomycota . Blastocladiomycota . Olpidiomycota . Ascomycota . Blastocladiomycota . Olpidiomycota
. Basidiomycota Mucoromycota . Oomycota . Basidiomycota Mucoromycota . Oomycota

Disease

10C'III III

Samples Samples

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

Proportion
o o o
[z*] w ~
a 2 9

En la Figura 11 se representa la distribucién de clases dentro de los dos filos
mayoritarios mencionados. El filo Ascomycota esta dominado por la clase
Sordariomycetes, tanto en las muestras sanas como en las enfermas de todos los
lugares de muestreo. Ademas, respecto al filo Basidiomycota se puede observar la
dominancia de dos tipos de clases: Agaricomycetes, en muestras de madera sana y
enfermade El Cubo de Don Sancho y Valdelosa y Tremellomycetes, en muestras de
madera sana y enfermade La Alamedilla y Linares de Riofrio.
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Figura 11. Abundancia a nivel taxonémico de clase. Se representa la distribucion a nivel
taxondémico de clase para los filos mas abundantes. En el eje vertical se indican las clases
taxondémicas de Ascomycota y Basidiomycota presentes en las muestras de cada uno de los
lugares de muestreo. En el eje horizontal se muestra el nimero total de cada una de las clases
taxondmicas encontradas en las muestras sanas y enfermas de cada lugar de muestreo.
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En segundo lugar, se analiz6 la biodiversidad interna de las muestras mediante la
estimacion de indices de diversidad alfa (Figura 12). Para mayor claridad, el nimero
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 estan dominadas por unas pocas especies muy
abundantes (por ejemplo, en las réplicas sanas de Linares de Riofrio), asi como
muestras con escaso numero de especies con abundancias repartidas de forma

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

Sancho).
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Figura 12. Andlisis de diversidad alfa. Se representa la diversidad alfa de cada zona de
muestreo mediante la estimacion de los siguientes indices: la riqueza (nUmero de especies
observadas), el indice de Shannon (uniformidad en la distribucion de abundancias de las
especies) y el indice 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
alfay 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. Serepresenta el nimero 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 Riofrio 184 | 279 221 | 217 | 197 | 231
Valdelosa 261 99 262 | 113 | 418 | 68
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Por dltimo, se analizaron las diferencias en la composicion de especies entre muestras
mediante el indice de Bray-Curtis (Figura 13). En este sentido, cabe destacar la elevada
variabilidad presente entre parcelas con la misma condicion sanitaria. En el caso de La
Alamedilla, es posible distinguir dos grupos bien definidos: uno formado por muestras
sanas (AH2y AH3) y otro formado por muestras enfermas (AD1 y AD3). Junto a estos
dosgrupos, se observa otro formado por las muestras AH1 (sana) y AD2 (enferma), que
guardan més parecido entre si 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 muestraenferma CD3 y una ultima
formada por unamuestra sana CH2 y unaagrupacion de orden inferior de las muestras
CD2 (enferma) y CH1 (sana). En las muestras de Linares de Riofrio 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 enfermalLD1 vy,
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 condicion sanitaria. Por
ultimo, 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 (VH1y 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 cadauno de los

lugares de muestreo a pesar de la condicion sanitaria.
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La Alamedilla El Cubo de Don Sancho
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Figura 13. Analisis de diversidad beta. Se representan las abundancias de las comunidades
fungicas principales en forma de mapa de calor. La leyenda de color representa las abundancias
(de 0 al valor maximo) mediante un gradiente de negro a azul. La ordenacion 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 rosay la letra D (diseased). Las muestras sanas se identifican con color azul
y la letra H (healthy).

En conjunto, los analisis de diversidad realizados indican que la composicion de las
comunidades flungicas es heterogénea. La predominancia de Ascomicetos y
Basidiomicetos se encuentra en sintonia con la diversidad descrita en bosques
mediterrdneos de especies del género Quercus similares a las zonas de estudio
muestreadas (Ruiz Gomez et al., 2019; Saitta et al., 2018). Del mismo modo, la zona
muestreada de castafios presenta coherencia con el predominio de ascomicetos
seguido de basidiomicetosy, en menor proporcién, los zigomicetos (Baptistaetal., 2015;
Reis et al., 2017).

Anivel de clase, la mayoria de los estudios realizados sobre ecosistemas mediterraneos
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 Gomez et al., 2019). De la
misma manera, la clase taxonémica Agaricomycetes del filo Basidiomycota es la mas
abundante en los ecosistemas de muestreo, acorde con estudios similares (Baptista et
al., 2015; Reis et al., 2017; Ruiz Gomez et al., 2019) y asociado al posible efecto del
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estado sanitario de los arboles del ecosistema con la abundancia de patdgenos (Ruiz
GoOmezetal., 2019).

Un aspecto para destacar es la variabilidad encontradatanto a nivel de diversidad alfa
(intra-muestra) como beta (entre-muestras). En general, ladistribucién de la diversidad
dentro de las muestras se aleja de la dominancia por unas pocas especies. Esto indica
gue la diversidad interna de las muestras sanas y enfermas se distribuye de forma
homogéneaentre las especies que las forman, sin diferencias significativas. Unaposible
limitacion es que los arboles muestreados con sintomas de enfermedades fueron
identificados de formavisual en el momento de la toma de muestras en campo, pero la
técnica molecular empleada no ha sido capaz de detectar la presenciade los hongos

causantes de dichas enfermedades.

No se ha observado una composicion fungica estructurada que permita distinguir
muestras sanas y enfermas. En su lugar, los perfiles de abundanciade especies difieren
entre réplicas de una misma condicion. Esto podria indicar que los cinco arboles
muestreados por parcela, combinados para realizar la secuenciacion, podrian haberse
visto afectados por condiciones iniciales diferentes.

4.3. Analisis de nichos funcionales

El tercer objetivo del presente trabajo consistié en estudiar las diferencias entre los
nichos funcionales desempefiados por las comunidades fungicas en las muestras sanas
y enfermas. Para ello, se representaron las principales funciones que presentan las
comunidades fungicas sanas y enfermas de cada lugar de muestreo (Figura 14), segin
(Nilsson et al., 2019a). En general, los nichos funcionales mas abundantes y comunes
en los cuatro ecosistemas estudiados son los patégenos de la planta y los saprétrofos
del suelo, tanto en muestras sanas como enfermas. No obstante, se observan
diferencias de nichos funcionales dependiendo del estado sanitario de la muestray del
ecosistema.

En el caso de La Alamedilla, se observaque los principales nichos funcionales tanto en
muestras sanas como enfermas son los patdégenos de planta, los saprétrofosy los
micoparasitos. Asimismo, se observaque la mayoria de las muestras sanas y enfermas
presentan todos los nichos funcionales identificados, a excepcion de las muestras
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enfermas en las que no se encuentran los nichos funcionales referentes alos endoéfitos

de la raiz y liquenes.

En las muestras sanas y enfermas de El Cubo de Don Sancho los principales grupos
funcionales encontrados son los saprotrofos del suelo, los patdgenos de planta y los
endofitos de hojas. En este caso, se observaque en muestras sanas no hay presencia
de nicho funcional de ectomicorricicos, al igual que en muestras enfermas no hay

presencia de parasitos de liquenes.

En las muestras de Linares de Riofrio los hongos encontrados actian principalmente
como patdégenos de planta, saprétrofos de basuray saprétrofos de madera. En este
caso, las comunidades fungicas de las muestras enfermas no presentan funcion

ectomicorricica.

Las comunidades fungicas que se recogen en las muestras sanas y enfermas de
Valdelosa presentan como principales grupos funcionales los patégenos de plantas, los
saprotrofos del suelo y los parasitos de algas. Ademas, se puede observar que las
muestras sanas no presentan los nichos funcionales de hongos ectomicorricicos,
liguenizadosy epifitos, mientras que las muestras sanas no presentan el nicho funciona

de los hongos que habitan en las rocas.
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Figura 14. Andlisis de rasgos funcionales de hongos. El eje x hace referenciaa la suma de la
abundancia de los rasgos funcionales de hongos, en escala logaritmica. La linea 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 patdgenos de planta del filo Ascomycota, Cercospora sojina
(Dothideomycetes) y Pestalotiopsis disseminata (Sordariomycetes), estan presentes en
muestras enfermas de La Alamedilla, EI Cubo de Don Sancho, Linares de Riofrio 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 causala enfermedad deltizén gris
en el &bol 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 Riofrioy, por otro lado, dos
especies del género Plectosphaerella, Plectosphaerella cucumerina (Sordariomycetes)
y Plectosphaerella oratosquillae (Sordariomycetes) en La Alamedilla y Valdelosa,

respectivamente.
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No obstante, en las muestras sanas ladominancia de hongos patégenos de plantas esta
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 Riofrio en menor proporcion, mientras que
Stemphylium vesicarium se encuentraen Valdelosa y en ElI Cubo de Don Sancho en
menor medida. La especie Stemphylium vesicarium es la causante de distintas
enfermedades en diversos cultivos como la mancha purpura en el esparrago y la
mancha marron en el peral, entre otros (Graf et al., 2016; Kohl et al., 2009). Entre otras
especies notorias se observa Cercospora sojina en Linares de Riofrio, Gibellulopsis
nigrescens en La Alamedilla, Alternaria eichhorniae (Dothideomycetes) en Valdelosay
El Cubo de Don Sancho y Plectosphaerella cucumerina en La Alamedilla y Linares de

Riofrio.

La presencia de géneros dominantes de hongos saprétrofos 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 (filo
Mucoromycota), Malassezia (filo Basidiomycota) y Solicoccozyma (filo Basidiomycota)
en La Alamedilla, Linares de Riofrio 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 estan Solicoccozyma aeria

(Tremellomycetes) y Malassezia restricta (Malasseziomycetes).

Al igual que en las muestras enfermas, en las muestras sanas predominan como
saprotrofos del suelo las especies Solicoccozyma aeria y Malassezia restricta.
Solicoccozyma aeria esta presente en todas las zonas de muestreo, mientras que
Malassezia restricta (Malasseziomycetes) esta en todas las zonas de muestreo menos

en Valdelosa.

En conjunto, se observa que los hongos patégenos de plantas pertenecen al filo
Ascomycota donde estan dominados por las clases Sordariomycetes y
Dothideomycetes. Sin embargo, los hongos saprotrofos del suelo corresponden al filo
Basidiomycota, el cual esta 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 fungicas.
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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 composicién fungica de cuatro ecosistemas
mediterrdneos diferentes con distintas especies de arboles y condiciones sanitarias,
analizando muestras de madera de arboles sanos y enfermos mediante barcoding.

Debido a lo novedoso del enfoque de este trabajo y a la consecuentemente escasa
bibliografia disponible, la discusion 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 extraccion de ADN de plantas E.Z.N.A.® de Omega Bio-tek
permitié obtener una cantidad suficiente de ADN a partir de muestras de madera

para su posterior andlisis mediante secuenciacion de nuevageneracion (NGS).

2. Elnumero de OTUs identificadas a nivel de especie en las muestras ascendi6 a
891, donde se detectaron un mayor numero de especies tanto en las muestras
sanas como enfermas en Linares de Riofrio, seguido de Valdelosa, El Cubo de
Don Sancho y, por ultimo, La Alamedilla.

3. En el andlisis de secuencias el filo mas abundante en todas las muestras
analizadas ha sido Ascomycota, seguido de Basidiomycotay, en menor medida,
Mucoromycota, independientemente de la condicion sanitaria de las muestras.
Las clases taxondémicas encontradas con mayor frecuencia fueron
Sordariomycetes del filo Ascomycota y Agaricomycetesy 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, si 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, segun (Nilsson et al., 2019a), predominantes
tanto en las muestras sanas como en las enfermas son patdgenos de plantay
saprotrofos del suelo. Los hongos patdégenos de planta pertenecen al filo
Ascomycota representado por las clases Sordariomycetesy Dothideomycetes.
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Los hongos saprotrofos del suelo son del filo Basidiomycota dominado por las
clases Tremellomycetesy Malasseziomycetes. En ambos nichos funcionales, las
especies encontradas estan presentes tanto en las muestras sanas como en las

enfermas.

6. En este estudio hemos constatado una serie de condicionantes que han limitado
nuestracapacidad de anélisis y que deberian revisarse en futuros estudios, entre

las que podemos destacar las siguientes:

a. la condicion de “enfermo” o “sano” de los ejemplares muestreados se
estableci6 de forma visual. En subsiguientes estudios seria
recomendable comprobar la presencia del patbgeno causante de las
enfermedades en estudio mediante técnicas de diagndstico molecular
como la PCR dirigidao la gPCR.

b. el margen de error de la plataforma de secuenciacion para la
identificaciéon de las especies nos resulta desconocido, al haberse
aplicado un protocolo protegido por una patente y sometido a
confidencialidad. En futuros estudios seria deseable conocer

previamente estos parametros.

La caracterizacion de la diversidad fungica a partir de muestras ambientales, como
material vegetal, resulta ser una alternativa de gran interés complementaria a los
meétodos de identificacion fungica tradicional. En vistas de futuras lineas de
investigacion, unade las areas méas prometedoras consistira en comparar la microbiota
fungicade diferentes cultivos afectados por alguna enfermedad de laque se desconoce

el agente causante.
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