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RESUMEN 

 

La trufa negra, Tuber melanosporum Vittad., es uno de los hongos micorrícicos más 

importantes desde el punto de vista socioeconómico. Recientemente han aumentado las 

plantaciones destinadas al cultivo de dicha especie y, aunque los factores abióticos que 

potencian la producción son bien conocidos, los factores bióticos como las interacciones 

que realiza T. melanosporum con otros organismos del suelo y que puedan potenciar su 

producción, han sido poco estudiados. El objetivo de este estudio fue caracterizar la 

biodiversidad microbiana de plantaciones de T. melanosporum, analizando también las 

relaciones que se producen entre las distintas especies de microorganismos del suelo 

con la trufa. Para ello, se realizó un análisis metagenómico en 10 lugares de muestreo 

para identificar las especies presentes en los suelos. El análisis de los datos consistió en 

un estudio descriptivo de riqueza y abundancia de las especies identificadas y un análisis 

clúster para encontrar la relación entre microrganismos del suelo y T. melanosporum en 

las plantaciones. El análisis clúster se llevó a cabo utilizando el método jerárquico 

aglomerativo UPGMA y de Ward mediante los algoritmos de Simple Matching, de Jaccard 

y de Russell & Rao. 

Los resultados mostraron que los lugares de muestreo presentaron una gran diversidad 

de taxones de Alphaproteobacteria, Ascomycota y evidencias de grupos robustos de 

especies que siempre acompañan a T. melanosporum, así como algunas especies de 

interés por tener antecedentes como bacterias que favorecen la micorrización.  

Los resultados de este trabajo son claves para encontrar relaciones entre 

microorganismos del suelo que permitan entender mejor la ecología de T. melanosporum 

y en último término iniciar el camino de nuevas técnicas para el aumento de producciones.   

Palabras clave: comunidades microbianas, Tuber melanosporum, biodiversidad, 

machine learning, metagenómica.  
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ABSTRACT 

The black truffle, Tuber melanosporum Vittad., is one of the most important mycorrhizal 

fungi in socio-economic terms today and the number of plantations destinated to the 

cultivation of this species has recently increased. Although the abiotic factors that promote 

production are well known, biotic factors such as the interactions between T. 

melanosporum and other soil organisms that may promote its production have been poorly 

studied. The aim of this study was to characterize the microbial biodiversity of T. 

melanosporum plantations, analyzing the relationships that occur between different 

species of microorganisms. A metagenomic analysis was carried out in 10 T. 

melanosporum productive sites to identify the species present in those soils. To analyze 

the relationships between this fungus and soil organisms, a descriptive study of the 

richness and abundance of the identified species was carried out. In addition, a cluster 

analysis using the hierarchical agglomerative UPGMA and Ward methods of a co-

occurrence matrix calculated from species using Simple Matching, Jaccard and Russell & 

Rao algorithms was. A great diversity of taxa of Alphaproteobacteria, Ascomycota and 

evidences of robust groups of species that always accompany T. melanosporum were 

found, as well as some species of interest for having antecedents as mycorrhiza helper 

bacteria. 

The results of this study are essential to find relationships between soil microorganisms 

that allow a better understanding of the ecology of T. melanosporum and, eventually, to 

initiate new techniques to increase production.  

Key words: microbial communities, Tuber melanosporum, biodiversity, machine learning, 

metagenomics.  
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1.- INTRODUCCIÓN 

En la naturaleza, los organismos no se presentan de forma aislada, sino que, en 

muchos casos, forman relaciones entre sí formando redes mutualistas, antagonistas o 

competitivas (Montoya, Pimm & Solé, 2006). Una relación mutualista es aquella en la cual 

los dos organismos implicados se benefician de esa relación. Un ejemplo de relación 

mutualista es la que llevan a cabo especies bacterias en prótesis médicas, formando 

todas ellas en conjunto una biopelícula para conceder resistencia antibiótica a los 

integrantes de dicha relación, suponiendo una amenaza a la salud (Rodríguez-Martínez, 

2006). Por otra parte, una relación antagonista (depredación o parasitismo) es aquella en 

la que un organismo sale beneficiado y otro perjudicado. Un ejemplo de este tipo de 

relación es el que se da entre las bacterias y bacteriófagos, virus que hospedan bacterias 

y que utilizan su maquinaria genética para poder reproducirse y propagarse, en la mayoría 

de los casos, matando al huésped (Bohannan & Lenski, 2000). Dentro de estas relaciones 

podemos diferenciar cómo en el amensalismo, uno de los integrantes de la relación es 

dañado, pero el otro integrante no recibe ninguna ventaja. Esto ocurre, por ejemplo, 

cuando metabolitos secundarios de especies de Lactobacilos disminuyen el pH del medio 

en el que se encuentran, limitando el crecimiento de otros microorganismos (Hammes, 

1995). Por otra parte, en el comensalismo, uno de los dos integrantes de la relación se 

beneficia sin causar perjuicio al otro. Esto ocurre, por ejemplo, en la biodegradación de la 

celulosa en el rumen de los mamíferos (Leschine, 2009), en la cual, ciertos 

microrganismos se nutren de componentes producidos por otros miembros de la 

comunidad microbiana que descomponen la celulosa. Por último, una relación competitiva 

es aquella en la que los dos organismos se perjudican mutuamente, como la que ocurre 

en los experimentos de co-cultivos de dos especies de ciliados (Gause, 1934), en la que 

el crecimiento de una de las especies limita el de la otra debido a la lucha por los recursos 

disponibles en el medio. 

La presencia de determinadas especies y las interacciones-relaciones que se 

establecen entre ellas puede causar un impacto positivo (beneficio), negativo (perjuicio) 

o neutro sobre las especies involucradas o no en dicha relación. De esta manera, el 

conocimiento de estas interacciones (Lidicker, 1979) nos permite comprender la 

estructura, complejidad y estabilidad de muchas comunidades biológicas (May, 2001; 

Pimm, 1982). Una de las comunidades biológicas más diversas son los hongos, 

microorganismos eucariotas que desempeñan funciones ecológicas fundamentales como 

saprófitos, simbiontes o patógenos de plantas y animales. Los hongos realizan distintas 

funciones en el ecosistema como impulsar el ciclo del carbono en los suelos forestales 

[aliviando las limitaciones de carbono de otros organismos del suelo (Wardle & Lindahl, 

2014), mediar en la nutrición mineral de las plantas y permitir que las plantas presenten 

mayor resistencia en su desarrollo por las relaciones simbióticas (micorrícicas) que se 

producen con ellas (Caldwell, 2017; Tedersoo, May & Smith, 2010). Los hongos 

representan uno de los grupos de organismos más diversos, con al menos 100.000 

especies descritas (Blackwell, 2011). Sin embargo, también es uno de los grupos de 

organismos más desconocidos, estimándose que su diversidad puede estar entre 0,8 y 

5,1 millones de especies (Blackwell, 2011; Mueller & Schmit, 2007).  

Tuber melanosporum Vittad. es un hongo Ascomycota que forma ectomicorrizas en 

asociaciones simbióticas con raíces de especies forestales arbóreas (Mello, Murat & 

Bonfante, 2006b) de los géneros Quercus y Corylus, principalmente. Como especie 

micorrícica, la trufa mejora la salud y nutrición de las plantas simbiontes (Martin et al., 
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2001; Buscot et al., 2000; Read, 1991), así como su crecimiento radicular y capacidad 

fotosintética (Nardinia, Salleo, Tyree & Vertovec, 2000). La trufa negra es un hongo 

hipogeo, que crece preferiblemente en suelos calcáreos (Linde & Selmes, 2012) y que se 

distribuye fundamentalmente por Francia, Italia y la Península Ibérica (Ceruti et al., 2003), 

aunque debido a su creciente importancia a nivel  socioeconómico, la superficie destinada 

a truferas ha aumentado en las últimas décadas (Hall, Brown, & Zambonelli 2008; Mello, 

Murat & Bonfante, 2006a), habiéndose introducido en otros países de forma satisfactoria, 

como Nueva Zelanda, Australia y EEUU (Bonet et al., 2009). El gran valor económico de 

este hongo ha incentivado su cultivo mediante las inoculaciones controladas desde hace 

ya dos siglos (Mello et al., 2006b). Así como se ha avanzado mucho en el conocimiento 

técnico sobre las prescripciones selvícolas para el buen desarrollo de una plantación 

(Olivier et al., 2002), la investigación sobre la influencia de distintos factores bióticos, 

como la comunidad microbiana asociada y las interacciones que se dan entre las especies 

y con T. melanosporum, es limitada.  

En la última década algunos estudios han descrito las comunidades microbianas 

que acompañan especies del género Tuber, lo que incluye bacterias, levaduras y hongos 

filamentosos (Pacioni et al., 2007; Barbieri et al., 2005, 2007; Buzzini et al., 2005;). La 

mayoría de estos estudios se han centrado en el estudio de los organismos presentes en 

el peridio, glebas y ascocarpos de esas especies. Así, las bacterias han sido las más 

estudiadas en algunos casos, llegando a caracterizarse ciertas comunidades en las 

especies Tuber aestivum Vittad. (Gryndler & Hršelová, 2013), T. magnatum (Barbieri et 

al., 2007), T. borchii (Barbieri et al., 2005; Sbrana et al., 2002) y T. melanosporum (Rivera, 

Blanco, Oria & Venturini, 2010). En Anthony-Babu et al. (2014) describieron que la 

comunidad de bacterias acompañante depende de la fase del ciclo de vida, pero, sobre 

todo, de la etapa de la formación de la trufa. Además, se ha sugerido en ciertos estudios 

que las comunidades bacterianas están implicadas en las fases de crecimiento y nutrición 

durante el desarrollo de los ascocarpos en T. borchii y (Barbieri et al., 2010, 2007; Sbrana 

et al., 2002, 2000). Estudios previos han mostrado que aunque la comunidad microbiana 

acompañante está muy relacionada con la especie de Tuber que se esté estudiando, hay 

un núcleo estable de Alphaproteobacteria acompañando a los diferentes integrantes de 

interés del género Tuber (Splivallo et al., 2019; Antony-Babu et al., 2014; Barbieri et al., 

2007, 2005;). Sin embargo, la información existente sobre comunidades microbianas 

existentes en el suelo que interaccionan con Tuber melanosporum es muy escasa, siendo 

necesaria conocer las relaciones que se dan entre las distintas especies de hongos, las 

redes ecológicas que forman y las dinámicas que las perfilan y que desarrollan con 

especies de otros reinos, como por ejemplo, con las bacterias, pues es una información 

fundamental desde el punto de vista ecológico y para la gestión forestal sostenible de las 

plantaciones truferas.  

2.-OBJETIVO 

El objetivo de este estudio es caracterizar la biodiversidad microbiana de 

plantaciones de Tuber melanosporum, analizando las relaciones que se producen entre 

las distintas especies de microorganismos.  
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3.- MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Lugar de estudio y toma de datos. 

 Los datos proceden de muestras de suelo recogidas en 10 plantaciones truferas 

ubicadas en el norte de España. Las muestras recogidas fueron secadas hasta peso 

constante, tamizadas (malla de 1 mm) y homogeneizadas para su posterior análisis. De 

cada una de las muestras se tomaron 0,25 gramos para el aislamiento del ADN y la 

cantidad restante de muestra se dividió en dos sub-muestras que se mantuvieron 

congeladas (-20ºC) en tubos herméticos en dos congeladores independientes. Para el 

aislamiento del ADN del suelo, se utilizó el kit Quiagen DNeasyPowerSoil Kit (Nº de 

catálogo / ID: 12888-100), utilizando 100 microlitros de la solución C6 suministrada 

(10mM Tris) para la elución. Las muestras se almacenaron debidamente etiquetadas y 

congeladas (a -20ºC) hasta su utilización.  

Todas las reacciones de PCR se prepararon utilizando equipos esterilizados por 

UV y se realizaron controles negativos junto con las muestras. Se obtuvieron muestras 

de tBiome-Makers amplificando la región de 16s rRNA V4 mientras que las ITS se 

obtuvieron amplificando la región de ITS1 utilizando cebadores personalizados 

WineSeq® (Patente WO2017096385). Las muestras se agruparon en cantidad equimolar 

antes de la secuenciación. Todas las secuencias se prepararon siguiendo el protocolo 

PCR Illumina de dos pasos y posteriormente se secuenciaron en el instrumento Illumina 

MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EUA) usando lecturas de 2x301 paired-end para 

muestras de Biome-Makers. 

Todos los datos fueron analizados a través de un proceso bioinformático 

personalizado basado en QIIME (Patente WO2017096385, BiomeMakers). Un primer 

control de calidad fue empleado para quitar adaptadores y quimeras. Después de eso, 

las secuencias brutas (reads) fueron recortadas y los grupos de las unidades taxonómicas 

operativas (OTUs) fueron asignados con una identidad mínima del 97%. La asignación 

taxonómica y la estimación de abundancia se obtuvieron comparando los grupos de OTU 

obtenidos con la base de datos de taxonomía WineSeq® (Patente WO2017096385).  

 Los datos obtenidos se recopilaron para construir una matriz única con 1853 OTUs 

(especies), procedentes de los 10 lugares de muestreo. Se determinó la representatividad 

(%) de cada especie en cada lugar de muestreo. Las OTUs que no pudieron ser 

identificados a nivel de especie fueron descartadas para los análisis estadísticos para 

evitar sesgos y errores.  

3.2. Análisis descriptivo 

Se llevó a cabo un análisis descriptivo de la riqueza y abundancia de las especies 

presentes de los reinos Fungi y Bacteria. La riqueza total se determinó como el número 

de OTUs por reino, filo, clase, género y lugar de muestreo. Por otro lado, la abundancia 

se expresó como la frecuencia de aparición de la especie i en el lugar de muestreo j y se 

calculó por reino, filo, clase y género. En el caso de los hongos, para cada taxón, se 

clasificaron en función de su grupo funcional (simbionte, saprófito y patógeno) mediante 

la herramienta FUNGuild (Nguyen et al., 2016) determinándose también la riqueza y 

abundancia por grupo funcional y por lugar de muestreo. 
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3.3. Análisis estadístico 

Se llevó a cabo la construcción de un dendrograma para analizar las relaciones 

entre organismos. Un dendrograma es una técnica de aprendizaje automático no 

supervisado para analizar los datos. Para ello, se construyó la matriz Aij donde la cantidad 

de especies i en el lugar de m,uestreo j fue determinada utilizando tres algoritmos 

diferentes para el cálculo los coeficientes de similitud entre especies. Los algoritmos 

fueron la correlación simple o simple matching (Sola & Michener, 1958), el coeficiente de 

Jaccard (Jaccard, 1901) y el coeficiente de Russell and Rao (Russell & Rao, 1940), muy 

utilizados en biología para estudios de asociaciones de especies (Legendre & Legendre, 

1984; Harvey, 1981, 1978; Peters, 1971). Los tres son coeficientes métricos de co-

ocurrencia (Clifford & Stephenson, 1975). 

 

Tabla 1 - Diferentes algoritmos de disimilitud usados en el estudio.  

Coeficiente Algoritmo Fuente 

Jaccard 
𝑎

𝑎 + 𝑏 + 𝑐
 Jaccard (1901) 

Russell & Rao 
𝑎

𝑎 + 𝑏 + 𝑐 + 𝑑
 Russell & Rao (1940) 

Simple Matching 
𝑎 + 𝑑

𝑎 + 𝑏 + 𝑐 + 𝑑
 Sola & Michener (1958) 

Nota: donde a, b, c y d se derivan de una tabla de contingencia, siendo “a” la co-presencia de la especie x e y, “b” presencia 

de x y ausencia de y, “c” ausencia de x y presencia de y, y d ausencia de ambas especies. a + b + c + d representa el 

número total de lugares (N). 

 

Se utilizó el IDE de Python Spyder (https://www.spyder-ide.org/) para el cálculo de 

las similitudes de las diferentes especies (Python Software Foundation). Se usaron los 

paquetes Numpy, Fastclutster, Intertools y Panda, incluidos en el entorno SciPy 

(https://www.scipy.org). Los criterios utilizados para la construcción del dendrograma 

fueron el de mínima Varianza de Ward (Ward, 1963), que minimiza la varianza dentro de 

cada agrupamiento y el Unweighted pair group method method of averaging (UPGMA) 

(Sneath & Sokal, 1973) que define la distancia entre dos clústeres como la media 

aritmética de todas las distancias dos a dos entre los miembros de los clústeres. El nivel 

de disimilitud al que se corta el dendrograma para obtener los clústeres se eligió siguiendo 

una regla variable (Herrera, 2000) ya que cada método proporcionaba distancias bastante 

diferentes entre sí. Los dendrogramas obtenidos por el algoritmo Simple matching 

mediante Ward y UPGMA, el algoritmo de Jaccard y método Ward, y el obtenido mediante 

el algoritmo de Russell & Rao con el método UPGMA se cortaron a un nivel de disimilitud 

de 0,2. El dendrograma obtenido mediante el algoritmo de Jaccard y el método UPGMA 

se cortó a un nivel de disimilitud de 0,4. Por último, el dendrograma obtenido por el 

algoritmo de Russell & Rao y el método Ward se cortó a un nivel de disimilitud de 0,1. 

  

https://www.spyder-ide.org/
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4.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Resultados de riqueza y abundancia de hongos y bacterias. 

En la comunidad microbiana estudiada, donde se analizaron hongos y bacterias, 

se identificaron un total de 15 filos, 315 géneros y 512 especies (100 taxones 

correspondientes a bacterias y 412 a hongos). Los resultados mostraron que la 

comunidad microbiana (Figura 1), estuvo en su mayor parte por los filos Ascomycota (con 

un 50% de la riqueza de filos), seguido de Basidiomycota (26%), Actinobacteria (7%), 

Proteobacteria (7%), Firmicutes (3%) y Mucoromycota (3%). El resto de filos tuvieron una 

representación menor (4%).  

 

 

Figura 1 - Riqueza total de filos de hongos y bacterias. 

Nota: el número que acompaña a los filos es el número de OTUs que se incluyen en dicho filo. 

  

0

100

200

300

400

500

600

N
ú
m

e
ro

 d
e
 O

T
U

s

Spirochaetes, 1

Olpidiomycota, 1

Deinococcus-Thermus, 1

Cyanobacteria, 1

Chytridiomycota, 1

Verrucomicrobia, 2

Planctomycetes, 3

Chloroflexi, 3

Bacteroidetes, 6

Firmicutes, 15

Mucoromycota, 17

Proteobacteria, 34

Actinobacteria, 34

Basidiomycota, 135

Ascomycota, 258



Utilización de las técnicas de machine learning en metagenómica para el análisis de relaciones de 
microorganismos del suelo 

 
Sergio Armenteros Quirce 

Máster en Gestión Forestal basada en Ciencia de Datos 12 

4.1.1 Comunidad bacteriana 

En cuanto a la comunidad bacteriana de estos lugares, los filos más abundantes 

fueron Actinobacteria, con un 34% de la riqueza de especies, al igual que Proteobacteria 

(34%), seguido de Firmicutes (15%) y Bacteroidetes (6%). El resto de filos supusieron un 

11% de la riqueza (Figura 2). Además, los resultados mostraron que se identificaron un 

total de 79 géneros diferentes. 

 

 

Figura 2 - Riqueza taxonómica de los filos de Bacteria. 

Nota: el número que acompaña a los filos es el número de OTUs que se incluyen en dicho filo. 

 

Nuestros resultados están en concordancia con estudios previos, como el llevado 

a cabo por Mediavilla et al. (2019), donde se estudiaron las comunidades bacterianas de 

suelos productivos de Boletus edulis en los que se han aplicado diferentes tratamientos 

de prevención de incendios. Estos autores encontraron que los filos de bacterias más 

diversos fueron Proteobacteria (25% de riqueza de la comunidad bacteriana) y 

Actinobacteria (14%). Otro estudio (Zhang et al., 2019) donde se analizaron las 

comunidades microbianas de Tuber indicum, la trufa negra china, en suelos de Quercus 

acutissima, encontraron que los filos más representados fueron Proteobacteria (52% de 

la riqueza) y Actinobacteria (24%). Sin embargo, representantes de éste último filo no 

fueron encontrados en nuestros lugares de muestreo.  

Los resultados mostraron, además, que dentro de las Proteobacterias (Figura 3), 

el 59% de los OTUs pertenecían a las Alphaproteobacteria, seguido de la clase 

Gammaproteobacteria (18%), Deltaproteobacteria (12%), Betaproteobacteria (9%) y 

Oligoflexia (3%).  
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Figura 3 - Riqueza taxonómica de clases de Proteobacterias. 

Nota: el número que acompaña a los filos es el número de OTUs que se incluyen en dicho filo. 

 

Varios estudios detectaron una alta diversidad de Alphaproteobacteria en Tuber 

panzhihuanense y otras trufas cultivadas en China (Fu et al., 2016; Yang et al., 2019), 

incluso en el caso de Boletus edulis (Mediavilla et al., 2019). Resultados similares sobre 

la riqueza de Proteobacteria se han encontrado en la etapa de maduración de Tuber 

melanosporum (Antony-Babu et al., 2014). Las Alphaproteobacteria son capaces de 

adaptarse a una gran cantidad de hábitats y ecosistemas (Ettema & Anderson, 2009). El 

filo Alphaproteobacteria es dominante no sólo en trufas (Antony-Babu et al., 2014; Barbieri 

et al., 2007, 2005) sino también en el hongo ectomicorrícico Laccaria bicolor (Bertaux et 

al., 2005), sugiriendo la existencia de algún tipo de mecanismo adaptativo o competitivo 

sobre otros filos bacterianos. Se desconoce qué es lo que crea la ventaja competitiva de 

Alphaproteobacteria en las trufas, pero podría estar impulsada por una mayor capacidad 

para competir por recursos específicos o para degradar y/o producir metabolitos 

secundarios tóxicos (Hibbing et al., 2010). Estas similitudes entre los estudios y entre las 

especies de trufas sugieren que los cuerpos fructíferos de la trufa, independientemente 

de la especie, proporcionan un hábitat específico para algunas bacterias (Splivallo et al., 

2019, 2015). 

 

4.1.2 Comunidad de hongos 

Cinco filos aparecen representando a los hongos en los lugares de muestreo: 

Ascomycota (62% de la riqueza), Basidiomycota (32%), Mucoromycota (4%), 

Olpidiomycota (1%) y Chytridiomycota (1%) (Figura 4). Los más ricos en número de OTUs 

fueron Ascomycota y Basidiomycota. El filo Ascomycota fue el que tuvo una mayor 

riqueza de especies. 

Este hallazgo concuerda con varios estudios de diversidad global de hongos, 

como el llevado a cabo por (Tedersoo et al., 2014), donde se estudió la diversidad de 

hongos presentes en el suelo de diferentes tipos de ecosistemas, hallando que el filo con 

más cantidad de OTUs diferentes fue Ascomycota (49% del total de OTUs). En ciertos 

estudios de biodiversidad fúngica en diferentes hábitats Ascomycota es el filo con mayor 

riqueza de OTUs (Geml, Gravendeel et al., 2014; Geml, Pastor et al., 2014), algo que 

concuerda con nuestros resultados (Figura 4). En el caso de Tuber indicum inoculado en 

Quercus acutissima, el filo más observado fue Ascomycota (Zhang et al., 2019). En 
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general, las comunidades de microrganismos en el suelo, ectomicorrizas y cuerpos 

fructíferos, incluyendo bacterias, levaduras y hongos filamentosos, han sido considerados 

en otros estudios estrechamente relacionadas con el desarrollo y la nutrición del 

ascocarpo de las trufas (Splivallo et al., 2015). 

 

Figura 4 - Riqueza taxonómica de los filos de hongos. 

Nota: el número que acompaña a los filos es el número de OTUs que se incluyen en dicho filo. 

Los resultados mostraron que se identificaron un total de 236 géneros distintos de 

hongos. Los más ricos fueron Penicillium (con 20 especies), Cryptococcus (17 especies), 

Aspergillus (10 especies), Mortierella (10 especies) y Coprinellus (8 especies), entre 

otros. Mortierella apareció también como uno de los géneros más abundantes en Fu et 

al. (2016), no así como el resto de géneros, que parecen ser más variables dependiendo 

del lugar de muestreo y la especie de Tuber. Dentro de los grupos funcionales de los 

hongos (Figura 5), 233 especies se consideraron saprófitos (57%), 138 patógenos o 

parásitos (33%) y 41 simbiontes (10%). 

 

Figura 5 - Proporción de abundancias totales de cada grupo funcional para cada lugar. La abundancia se presenta como 

frecuencia de aparición sobre el total. 
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Los resultados mostraron que el único lugar donde no se encontró la especie 

Tuber melanosporum fue el 8, donde la abundancia de hongos simbióticos fue mínima y 

la abundancia de especies patógenos mayor. Por otra parte, los lugares de muestreo más 

productivos de T. melanosporum que fueron, el 3, 5, 6 y en último lugar el 4, salvo en este 

último, la abundancia relativa de patógenos también fue menor. Trabajos anteriores han 

sugerido que los hongos ectomicorrícicos podrían proteger al huésped de la planta 

durante su crecimiento reduciendo la infección de las plantas por otros microrgranismos 

(Kennedy, 2010). En Yang et al. (2019) se encontró que en los suelos truferos con 

presencia de ectomicorrizas, la presencia de patógenos era menor que en los que no 

fueron inoculados con trufa. En concreto, el género patógeno Fusarium, que produce 

toxinas, fue estudiado por Gerlach & Nirenberg (1982) y encontraron menor abundancia 

en los suelos sin inoculación de Tuber indicum.  

El resto de lugares presentó unas abundancias relativas bastante similares. 

Aparecen 6 especies del género Tuber, siendo estas Tuber aestivum, Tuber gennadii 

Patouillard, Tuber melanosporum, Tuber melosporum P. Alvarado, G. Moreno, J.L. 

Manjón & Díez, Tuber oligospermum Trappe y Tuber rufum Pico. Dentro de las especies, 

Tuber melanosporum es la que más presentó mayor abundancia, seguido de T. 

melosporum, T. rufum, T. oligospermum, T. aestivum y en último lugar T. gennadii.  

Por otra parte, los resultados también mostraron que en el lugar de muestreo 9 

(Figura 6) no hay representantes del reino Bacteria y, en concreto, sólo aparecen los filos 

de hongos Ascomycota, Basidiomycota, Olpidiomycota y Mucoromycota. Además, este 

lugar de muestreo, fue el que presentó menor producción de T. melanosporum (0.33% de 

frecuencia de aparición). Esto pudo ser debido a que el establecimiento de la 

ectomicorriza debe ser estar apoyado por una comunidad bacteriana (Gryndler et al., 

2013; Splivallo et al., 2015), aunque se necesitarían estudios más precisos dirigidos a 

corroborar esta hipótesis con más lugares de muestreo. 

 

Figura 6 - Riqueza de filos de hongos y bacterias en los diferentes lugares de muestreo. 
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4.2. Resultados de las relaciones entre especies 

4.2.1 Dendrogramas obtenidos con el algoritmo de Simple matching 

El dendrograma obtenido por el algoritmo Simple matching y el método jerárquico 

aglomerativo de la mínima varianza de Ward (Figura 7) mostró que las especies que 

aparecieron más relacionadas con Tuber melanosporum fueron Rhizobium etli, 

Peyronellaea calorpreferens, Singulisphaera acidiphila, Legionella amoebal, Bipolaris 

eleusines e Ilyonectria robusta (Clúster 1). En el clúster más próximamente relacionado 

(Clúster 2) aparecieron Ascochyta fabae, Lycoperdon pratense, Nectria Ramulariae, 

Mucor hiemalis, Acremonium spinosum y Scutellinia torrentis. Las especies del clúster 3 

aparecieron también en el análisis por el método UPGMA (Figura7). 

 

 

Figura 7 - Dendrograma obtenido por el método aglomerativo Ward y cálculo de disimilitud Simple matching.  

Por otro lado, en el dendrograma obtenido por el método jerárquico aglomerativo 

UPGMA (Figura 8), las especies más relacionadas con Tuber melanosporum fueron 

Rhizobium etli, Peyronellaea calorpreferens, Singulisphaera acidiphila, Legionella 

amoebal y Ascochyta fabae. Mediante este método, las disimilitudes entre agrupamientos 

fueron ligeramente diferentes a las obtenidas por el método Ward (Figura 6), ya que el 

método de Ward minimiza la varianza dentro de cada agrupamiento. Las especies 

inmediatamente relacionados con T. melanosporum coincidieron entre ambos métodos, 

Clúster 1 

Clúster 2 

Clúster 3 



Utilización de las técnicas de machine learning en metagenómica para el análisis de relaciones de 
microorganismos del suelo 

 
Sergio Armenteros Quirce 

Máster en Gestión Forestal basada en Ciencia de Datos 17 

pero la topología de los agrupamientos contiguos fue algo diferente (Clúster 3), que en el 

método UPGMA, que presentó un nivel de disimilitud más bajo que el obtenido por mínima 

varianza de Ward. Cabe destacar que sea Rhizobium etli uno de las especies que más 

apareció con Tuber melanosporum. Rhizobium es un género de bacterias más asociado 

a leguminosas y no tanto a hongos micorrícicos, aportando Nitrógeno en simbiosis con 

las raíces de dichas plantas (Zahran, 1999). Su presencia puede tratarse a que antes de 

ser plantaciones truferas, estos lugares de muestreo fueron plantaciones agrícolas por lo 

que la reminiscencia de los cultivos puede explicar este resultado, aunque estudios de 

mayores dimensiones deberían corroborar esta hipótesis. El clúster 2 de la figura 7 

apareció agrupado en otra posición en el dendrograma, no apareciendo en este caso. 

 

 

Figura 8 - Dendrograma obtenido por el método aglomerativo UPGMA y Simple Matching.  

 

  

Clúster 1 

Clúster 3 
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4.2.2 Dendrogramas obtenidos con el algoritmo de Jaccard. 

El algoritmo de Jaccard (Figura 9), proporcionó resultados diferentes a los de 

Simple matching, aunque algunos grupos se mantuvieron robustos, presentando una 

diferente disposición dentro del dendrograma. 

 

Figura 9 - Dendrograma obtenido mediante el índice Jaccard y el método Ward.  

Así, las especies que aparecieron más relacionadas con Tuber melanosporum 

(Clúster 4) fueron Mortierella rishikesha, Bovista plumbea, Ascochyta fabae, 

Wickerhamomyces anomalus, Purpureocillium lilacinum, Mortierella exigua, Bipolaris 

eleusines, Metacordyceps chlamydosporia y Oidiodendron cereale. Inmediatamente 

después se incluyeron las especies Aspergillus affinis, Penicillium restrictum, Ijuhya 

paraparilis, Penicillium bilaiae, Rhodotorula aurantiaca, Auxarthron alboluteum, 

Chaetomium iranianum y Cryptococcus dimennae. 

 

Clúster 4 

Clúster 5 

Clúster 6 
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 Cabe destacar la presencia de la especie Paenibacillus harenae, próxima al 

clúster 6 (Figura 9). Este género se ha considerado como mycorrhiza helper bacteria, que 

propicia la micorrización de Lactarius Rufus en Pinus sylvestris (Poole, Bending, Whipps 

& Read, 2001), lo que podría ser de interés a la hora de intentar favorecer la micorrización 

de Tuber melanosporum. Además, algunos estudios destacan las especies de este 

género por ser capaces de sintetizar citoquinina (Timmusk, Nicander, Granhall & Tillberg, 

1999), fitohormona que promueve el crecimiento de las plantas, considerando a dichas 

especies  estimuladoras del crecimiento de plantas. 

 

 

 

Figura 10 - Dendrograma obtenido mediante el índice Jaccard y el método aglomerativo UPGMA. 

 

Sin embargo, en el dendrograma obtenido por el método jerárquico aglomerativo 

UPGMA (Figura 10), las especies que aparecieron más íntimamente relacionadas con 

Tuber melanosporum fueron Rhodotorula aurantiaca, Auxarthron alboluteum, 

Chaetomium iranianum, Cryptococcus dimennae, Drechslera phlei, Sphingomonas 

wittichii, Nannocystis exedens, Singulisphaera acidiphila, Enterobacter cloacae, 

Oidiodendron cereale, Paecilomyces marquandii, Basidioascus undulatus, Botrytis 

Clúster 7 

Clúster 6 

Clúster 5 
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cinerea, Caulobacter ginsengisoli y Mycobacterium celatum (Clúster 7). Los clústeres 5 y 

6 (Figuras 9 y 10) son igual entre ambos métodos aglomerativos. Sólo Ascochyta fabae 

es común entre el índice de Jaccard y el Simple matching como especie muy íntimamente 

relacionada con Tuber melanosporum. Las diferencias se deben al algoritmo, ya que el 

de Jaccard inicia los agrupamientos entre especies que tienen la mayor frecuencia de 

aparición y las especies menos frecuentes se van uniendo a agrupamientos ya 

establecidos. Sin embargo, el algoritmo Simple matching inicia los agrupamientos tanto 

para especies raras como muy representadas todas los lugares porque incluye en el 

numerador del coeficiente las ausencias conjuntas de especies (Jackson, Somers & 

Harvey, 1989). 

Cabe destacar la presencia de Bacillus subtilis en la zona del clúster 6 (Figuras 9 

y 10), ya que el género Bacillus se considera mycorrhiza helper bacteria (Frey-Klett, 

Garbaye, & Tarkka, 2007) de especies del género Laccaria formando micorrizas con 

eucaliptos (Dustan et al., 1998), con Pseudostuga (Duponnois & Garbaye, 1991) y Suillus 

luteus con Pinus sylvestris (Bending, Poole, Whipps, & Read, 2002). También se ha 

demostrado el potencial de especies de Bacillus como biocontrol de patógenos de plantas 

(Fira, Dimkić, Berić, Lozo, & Stanković, 2018), y en concreto, la capacidad antifúngica 

mediante lipopéptidos de Bacillus subtilis (Cawoy et al., 2015). Las propiedades de esta 

bacteria podrían favorecer un ambiente propicio para la micorrización o controlando las 

poblaciones de organismos patógenos. 

 

4.2.3 Dendrogramas obtenidos con el algoritmo de Russell & Rao 

Los resultados del dendrograma del algoritmo Russell & Rao presentaron un grupo 

de especies bastante robusto, que apareció en los dos métodos jerárquicos aglomerativos 

(Figura 11 y 12). 

En el caso del dendrograma obtenido por el método Ward (Figura 11), las especies 

relacionadas con Tuber melanosporum fueron Chaetomium iranianum, Cryptococcus 

dimennae, Stachybotrys chartarum, Ascochyta fabae, Penicillium restrictum, 

Tetracladium maxilliforme, Preussia flanaganii, Peyronellaea calorpreferens, Penicillium 

polonicum, Olpidium brassicae, Nectria ramulariae, Mortierella minutissima, Mortierella 

elongata, Microdochium bolleyi, Lewia infectoria, Fusarium pseudensiforme, Fusarium 

oxysporum, Exophiala equina, Epicoccum nigrum, Dactylonectria torresensis, 

Cryptococcus uzbekistanensis, Cryptococcus chernovii, Cryptococcus aerius, 

Clonostachys rosea, Cladosporium herbarum, Boeremia exigua, Aureobasidium 

pullulans, Alternaria soliaridae, Acremonium persicinum  y Alternaria alternata. Mediante 

este algoritmo, se obtuvo un grupo de especies muy similar entre sí, que es el que 

aparece desde Tetracladium maxiliforme hasta Alternaria alternata. Estas especies 

aparecen todas juntas en el mismo nodo, sin presentar ningún tipo de topología del 

dendrograma, debido a que aparecen siempre en el mismo lugar y con abundancias muy 

similares. 
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Figura 11 - Dendrograma obtenido por correlación Russell & Rao y método aglomerativo Ward. 

Por último, en el dendrograma obtenido por el método jerárquico aglomerativo 

UPGMA (Figura 12) se observó que la especie Tuber melanosporum aparece sola, dentro 

de un clúster más grande por donde se realizó el corte. En este dendrograma también 

apareció el grupo de especies que presentan muchas similitudes entre sí y también 

obtenidas por el método Ward. Esto quiere decir que los resultados obtenidos por ambos 

métodos aglomerativos son similares y sugieren la robustez de ese grupo de especies al 

presentarse todas agrupadas. El algoritmo de Russell & Rao se comporta de forma similar 

al de Jaccard, empezando a formar los grupos por las especies más abundantes (Jackson 

et al., 1989). 

 

Clúster 8 
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Figura 12 - Dendrograma obtenido por correlación Russell & Rao y método aglomerativo UPGMA.  

Por tanto, consideramos que este algoritmo representó mejor las relaciones de T. 

melanosporum con el resto de organismos del suelo, ya que mediante ambos métodos 

jerárquicos se obtuvieron las mismas especies íntimamente relacionadas. Muchas de las 

especies que aparecieron junto a la trufa negra también aparecieron en los resultados 

obtenidos mediante el coeficiente de Jaccard, lo que sugirió cierta estructura de grupo, 

es decir, correlación entre estos organismos y T. melanosporum. 

Entre los organismos relacionados con T. melanosporum en estos suelos 

aparecieron varios representantes del género Mortierella [género de hongos saprófitos 

del filo Mucoromycota] y especies del género Fusarium [hongos filamentosos saprófitos 

y patógenos facultativos de animales y plantas pertenecientes al filo Ascomycota (Booth, 

1971)]. En concreto, la especie de Fusarium que apareció con mayor abundancia fue F. 

oxysporum, un importante hongo cosmopolita fitopatógeno (Smith et al. 1988). En otros 

estudios, se relacionaron especies del género Mortierella y la especie Fusarium 

Clúster 8 



Utilización de las técnicas de machine learning en metagenómica para el análisis de relaciones de 
microorganismos del suelo 

 
Sergio Armenteros Quirce 

Máster en Gestión Forestal basada en Ciencia de Datos 23 

oxysporum con lugares productivos de Tuber magnatum (Mello et al., 2010), lo que 

concuerda con nuestros resultados.  

También aparecieron relacionados con la trufa negra varias especies del género 

Alternaria. Es uno de los patógenos de plantas más importantes dentro de los hongos 

Ascomycota (Rotem, 1994). Penicillium polonicum y P. restrictum fueron las especies del 

género Ascomycota que más abundancia presentaron en estos suelos y que estuvieron 

presentes en todos los lugares de muestreo, corroborándose que este género de hongos 

es muy abundante en el suelo, también en las truferas. En relación a las especies del 

género Cryptococcus, hongos patógenos, aparecieron 17 especies de este género y las 

más abundantes fueron Cryptococcus aerius, C. chernovii, C. dimennae y C. 

uzbekistanensis junto con T. melanosporum. Por otra parte, la especie Ascochyta fabae 

apareció en todos los dendrogramas. Las especies de este género Ascomycota son 

fitopatógenos de la familia Poaceae y Fabaceae (gramíneas y leguminosas, 

respectivamente). En concreto, Ascochyta fabae es patógena de Vicia faba L. (haba) 

(Roman et al., 2003). Por otro lado, según el algoritmo Russell & Rao, Bacillus subtilis 

apareció como especie muy relacionada, además de especies del género Streptomyces 

y Cellulomonas, pertenecientes al filo Actinobacteria. Similarmente, apareció mediante 

este algoritmo Rhizobium etli, lo que concuerda con los resultados del algoritmo de Simple 

Matching y de Ward. Este resultado pudo deberse a que esta especie es abundante por 

sí sola y no influya en la micorrización de T. melanosporum. En este sentido, estudios 

más amplios serían necesarios para contrastar esta hipótesis. Uno de los efectos 

ecológicos más peculiares de Tuber melanosporum es la formación de áreas sin 

vegetación en el entorno de la planta denominado quemado (Mello et al., 2010). Éste es 

un efecto alelopático del micelio del hongo que inhibe el crecimiento de especies 

herbáceas alrededor del hospedante. El hecho de que aparezcan tantos taxones 

fitopatógenos puede estar relacionado con este efecto alelopático que debilita las plantas 

herbáceas y por tanto pueden ser más susceptibles a las afecciones por patógenos, 

haciendo un efecto sinérgico con Tuber melanosporum en la inhibición completa del 

crecimiento de organismos vegetales en esa área de quemado. 

Este estudio ha permitido avanzar en la caracterización de las relaciones entre 

especies en las plantaciones de trufa. Así como las relaciones entre organismos están 

bien descritas y claras en la ecología de organismos macroscópicos (Montoya et al., 2006) 

como animales y plantas (Bascompte, Jordano, Melián & Olesen, 2003), o en el caso de 

las relaciones mutualistas (debido a su impacto en la competitividad dentro de una 

comunidad y en el aumento de la diversidad biológica (Bastolla et al., 2009)), hay menos 

estudios llevados a cabo a nivel microbiológico debido a su gran biodiversidad y en 

muchos casos la imposibilidad de realizar cultivos para su estudio (Fuhrman, 2009; Raes 

& Bork, 2008; Ruan et al., 2006). En el caso concreto de la trufa negra (Tuber 

melanosporum), el número de estudios es muy limitado (Antony-Babu et al., 2014; Mello 

et al., 2013; Splivallo et al., 2015) por lo que los resultados de este trabajo son vitales 

para empezar a estudiar a detalle determinadas relaciones que pueden permitir aumentar 

la productividad de las plantaciones truferas. 

Un ecosistema es un sistema complejo en el que varias especies interactúan entre 

sí para formar complejas redes. A través de estas interacciones en red, un ecosistema es 

capaz de cumplir funciones a nivel sistémico (por ejemplo, el ciclo de nutrientes, la 

estabilidad del ecosistema) que no podrían ser logradas por poblaciones aisladas e 

individuales (Montoya et al., 2006). En este trabajo, los resultados obtenidos, muestran 
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algunas evidencias de cierta estructura de grupos o redes de estas comunidades 

microbianas del suelo. Los resultados del dendrograma, al contrario que los usados en 

filogenia, no muestran relaciones de parentesco, sino que muestras relaciones de unión. 

La importancia de usar este tipo de herramientas o técnicas de aprendizaje automático 

(machine learning) ha permitido manejar una gran cantidad de datos y realizar análisis de 

agrupamientos y relaciones entre estos organismos. Estas técnicas pretenden, mediante 

el desarrollo de algoritmos, encontrar patrones, analizar agrupamientos de los datos, 

realizar clasificaciones y evaluar modelos todo a partir de los datos existentes (Tarca, 

Carey, Chen, Romero & Drǎghici, 2007). Machine learning es una técnica que permite 

realizar tareas de agrupamiento de los datos o predicciones mediante programación y 

reducir al mínimo la necesidad de introducción humana de datos, mecanizando y 

automatizando al máximo el proceso.  

5. – CONCLUSIONES 

 

1. Las comunidades microbianas de estos lugares de muestreo estaban dominadas 

por los filos: Ascomycota, Basidiomycota, Actinobacteria y Proteobacteria. Los géneros 

de hongos más abundantes fueron Tuber, Cryptococcus, Alternaria, Mortierella, Lewia y 

Peyronaella. 

2. El dendrograma que mejor explica las relaciones de Tuber melanosporum con el 

resto de organismos es el obtenido mediante el coeficiente de Russell & Rao y el método 

Ward. 

3.  Los organismos más relacionados con T. melanosporum son hongos Ascomycota 

del suelo, hongos filamentosos, levaduras y fitopatógenos de plantas. La comunidad que 

acompaña a la trufa en los lugares de muestreo es: Chaetomium iranianum, Cryptococcus 

dimennae, Stachybotrys chartarum, Ascochyta fabae, Penicillium restrictum, 

Tetracladium maxilliforme, Preussia flanaganii, Peyronellaea calorpreferens, Penicillium 

polonicum, Olpidium brassicae, Nectria ramulariae, Mortierella minutissima, Mortierella 

elongata, Microdochium bolleyi, Lewia infectoria, Fusarium pseudensiforme, Fusarium 

oxysporum, Exophiala equina, Epicoccum nigrum, Dactylonectria torresensis, 

Cryptococcus uzbekistanensis, Cryptococcus chernovii, Cryptococcus aerius, 

Clonostachys rosea, Cladosporium herbarum, Boeremia exigua, Aureobasidium 

pullulans, Alternaria soliaridae, Acremonium persicinum  y Alternaria alternata. 

4. El avance en la caracterización de estas comunidades mejora la comprensión de 

las relaciones de T. melanosporum con otras especies, algunas de ellas con un posible 

efecto sinérgico. Este conocimiento abre las puestas a un mayor control de las 

comunidades de microorganismos en plantaciones truferas y a la aplicación de algunos 

de ellos con este fin. 
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