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Plantulas de pino silvestre (Pinus sylvestris L.) albergan comunidades microbianas taxonémicamente
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Resumen

El microbioma es el conjunto de microorganismos que viven en un entorno determinado. Conocer las
consecuencias de la gestion forestal en la diversidad biologica de los bosques es de suma
importancia debido a la necesidad de adaptarse al clima y a las crecientes demandas de uso de los
bosques. Sin embargo, hay una falta de estudios sobre la composicion de los microbiomas en
diferentes tipos de bosques y fases de desarrollo. En el presente estudio describimos la diversidad
taxonémica de hongos y bacterias en plantulas de pino silvestre. Se muestrearon un total de 42
plantulas jovenes de pino silvestre en 3 localidades en el sur de Suecia en masas en regeneracion.
Las plantulas mostraron sintomas de alteraciones del crecimiento como ausencia de guia terminal o
multiples brotes. El estudio de las comunidades flungicas y bacterianas se realiz6 a través de
secuenciacién masiva con la plataforma llumina. El resultado de nuestro estudié encontrd un total de
878 taxones (OTUs) de hongos y 573 OTUs de bacterias y diferencias significativas entre las
localidades de muestreo y entre los sintomas de las plantulas. La diversidad detectada sugiere que
incluso las plantaciones jovenes tienen un gran valor como habitat para la diversidad microbiana.
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1. Introduccién

La capacidad de los bosques para proporcionar diferentes servicios ecosistémicos esta
estrechamente relacionada con la biodiversidad que albergan (BROCKERHOFF ET AL. 2017). Debido a
la pérdida rapida y global de la biodiversidad (CEBALLOS ET AL. 2015), y debido a la necesidad de
adaptarse al clima cambiante y a las crecientes demandas sobre el uso multiple de los bosques
(KEENAN 2015), es de suma importancia comprender las consecuencias de diferentes acciones de
manejo forestal para la diversidad biolégica en los bosques. Estudios recientes indican que los
impactos de la gestion forestal sobre la biodiversidad pueden ser positivos o negativos, segln el
contexto ecolégico y las escalas temporales y espaciales en las que se evallan (BROCKERHOFF ET AL.
2017). Sin embargo, faltan datos sobre microbiomas en diferentes tipos de bosques, en diferentes
fases de desarrollo y bajo diferentes regimenes de gestion. En particular, sabemos poco sobre los
microbiomas en plantulas de regeneracion y bosques jovenes (WITZELL ET AL. 2019).

Todos los 6rganos de las plantas estan colonizados por microorganismos cuya composicion
esta determinada por varios factores como la edad de la planta, la especie y su estado de salud.
Ademas, multitud de factores abidticos modulan la diversidad del microbioma asociado a la planta,
incluidas las propiedades del suelo, el estado nutricional y las condiciones ambientales y climaticas
(BERG ET AL. 2016). La presencia y composicion de estos microorganismos influye en funciones
importantes de las plantas como su fenotipo, nutricion y resistencia a ciertos patégenos o a estreses
abiéticos (PARTIDA-MARTINEZ 2011, CASTRILLO ET AL. 2017). Es por ello que la aptitud de la planta
(considerando el crecimiento y la supervivencia) es la consecuencia de sus caracteristicas y su
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microbiota (VANDENKOORNHUYSE ET al. 2015). Por lo tanto, los microorganismos juegan un papel
crucial en el mantenimiento de las funciones del ecosistema. Como descomponedores, catalizan la
transformacién de la materia organica y mantienen procesos fundamentales como el ciclo del
carbono y el nitrégeno en los ecosistemas forestales (MULLER ET AL. 2001; BALDRIAN 2017).

El microbioma de una planta estd compuesto por endoéfitos (internos) y epifitos (externos),
principalmente bacterias y hongos (CHRISTIAN ET AL. 2015). Si bien la diversidad taxonémica y
funcional de los microbios del suelo se ha estudiado activamente (BALDRIAN 2017), se sabe mucho
menos sobre las comunidades microbianas de las partes aéreas de los arboles (WITZELL & MARTIN
2018). Especialmente en plantas perennes (DASTOGEER ET AL. 2020) y especies forestales, la
importancia del microbioma en el estrés y la resistencia a plagas puede ser muy importante (WITZELL
& MARTIN 2018). El interés en el microbioma se ve impulsado ain mas por el potencial de los
microbios como agentes de control biolégico para la proteccion de las plantas (Larran et al, 2016). Un
ejemplo exitoso de control biolégico basado en hongos es el uso de Phlebiopsis gigantea, un hongo
saprofito comdn, para controlar la pudricion de raices producidas por el hongo Heterobasidion
annosum. En Escandinavia, donde su uso esta muy extendido, su aplicacion reduce la colonizacién de
patégenos en las superficies de los tocones en un 89-99 % en comparacion con los tocones no
tratados (OLIVA ET AL., 2017). Por lo tanto, el conocimiento sobre la composicién de la diversidad del
microbioma podria respaldar la silvicultura sostenible en el futuro, cuando se espera que los arboles
estén expuestos a un mayor estrés debido al cambio climatico y la creciente amenaza de plagas y
enfermedades (TRUMBORE ET AL. 2015; LEHMANN ET AL., 2020).

2. Objetivos

El objetivo del proyecto era obtener informacion sobre las comunidades flingicas y bacterianas
de plantulas jovenes de pino silvestre en diferentes repoblaciones en el Sur de Suecia. Algunas de las
plantulas presentaban diversos sintomas de distorsion y alteraciones del crecimiento, por lo que uno
de los objetivos del estudio era conocer si las comunidades fungicas y/o bacterianas diferian entre
plantulas con distintos sintomas. Por (ltimo, se quiso estudiar si el factor localidad era determinante
en la composicion de estas comunidades.

3. Metodologia

En noviembre de 2019, se recolectaron los brotes del afio en curso (n=42) de plantulas de pino
silvestre de 3 anos de edad, en tres localidades en el sur de Suecia (Fig. 1). Los sitios habian sido
regenerados con pino silvestre en 2016 y/o 2017. Las muestras se tomaron cortando los 5 cm
superiores del brote terminal. Se observaron algunos sintomas de alteraciones del crecimiento como
mdltiples guias terminales, muchas yemas y brotes prolépticos, que se han observado recientemente
en algunas plantaciones de pino silvestre.

Figura 1. Mapa que muestra los lugares de muestreo del estudio en el Sur de Suecia (SV: Hultsfred; Gl: Gissebo y SO:
Déderhult).
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Las muestras se etiquetaron, se colocaron en bolsas de plastico y se transportaron en hielo
hasta el laboratorio, donde se almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis. Las muestras se
molieron con nitrégeno liquido hasta convertirlas en un polvo fino. EI ADN total se extrajo con
Microbiome Soil KIT (DANAGENE, Espana) y las muestras se enviaron a secuenciar (Biome Makers
Inc, EE. UU.) Las regiones ITS (para hongos) y 16S (bacterias) se amplificaron con varios primers
personalizados WineSeq® (BECARES Y FERNANDEZ, 2017). Las lecturas se generaron utilizando
pares de secuencias de 2 x 301 pb (pares de bases) con la plataforma lllumina MiSeq (lllumina Next
Generation Sequencing, 2018). Se utiliz6 una biblioteca bioinformatica personalizada (BECARES Y
FERNANDEZ 2017) con el software QIIME (CAPORASO ET AL., 2010) para eliminar los adaptadores y
guimeras. Posteriormente, se ajustd la calidad de las lecturas mediante clusters de Unidades
Taxonémicas Operativas (OTU) y se agruparon con un 97% de identidad. La asignacion de la
taxonomia y la estimacion de la abundancia se obtuvieron mediante la comparacion de los grupos de
las OTU registradas en las bases de datos taxondémicas UNITE, GenBank y WineSeq® (Patente
W02017096385).

Para el estudio de la diversidad y los analisis estadisticos, se eliminaron las OTU que
representaban <0,005 % del conjunto de datos y las OTU que solo aparecian una vez (con menos del
2 % de abundancia) para evitar estimaciones infladas de diversidad como resultado de lecturas
erréoneas (BOKULICH ET AL., 2013). La diversidad taxonémica de las comunidades (hongos/bacterias)
se exploré mediante el analisis de las diferencias en la abundancia relativa de OTUs entre plantulas y
fue visualizada mediante un NMDS (non-metric multidimensional scaling) en un grafico basado en la
distancia de Bray-Curtis. Para examinar los posibles cambios en la composicion de la comunidad
(hongos y bacterias) entre los diferentes sitios de muestreo y los sintomas de las plantulas, se realizé
un analisis de varianza multivariante permutacional (PERMANOVA) de abundancias relativas con la
funcién adonis en paquete vegan utilizando 999 permutaciones y la distancia Bray-Curtis. Cuando se
encontraron diferencias entre los factores, se realizd una comparaciéon por pares con el paquete
pairwise.Adonis (MARTINEZ 2019).

4. Resultados

Diversidad fungica-Se encontraron un total de 878 OTUs flngicas (Figura 2). Los taxones mas
abundantes fueron Phaeotheca fissurella, Phaeothecoidea spp, Endoconidioma populi, Xenomeris
Jjuniperi, Lophodermium pinastri, Lophodermium conigenum, Cladosporium herbarum, Phacidium sp,
Udeniomyces pyricola y Lewia infectoria.

ALL SAMPLES-FUNGI Cladosporium Cryptococc:s victoriae
exasperatum 1%
Acremonium sp. 1% Desmazierella acicola
2% Cryptococcus sp. 1%
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1% Lophodermium
conigenum
3%
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Xenomeris juniperi 6%
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Phaeosclera
dematioides
1%

Figura 2. Principales taxones fungicos observados en las muestras.
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Figura 3. Grafico de analisis de similitud de comunidades flingicas entre distintas localizaciones (SV: Hultsfred; GI: Gissebo y
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SO: Déderhult).
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Figura 4. NMDS en el que se ven los diferentes sintomas (BR: buena formacion de brotes, DA: mala formacion de brotes, DT:
mdltiples guias; KB: sin guia terminal; MK: muchas yemas; NF: regeneracion natural; NO: sin sintomas; PR: brotes de
verano; SP; herbivoros). Los puntos representan las muestras. Las muestras cuya comunidad fingica es mas similar estan

mas préximas.
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La Figura 3 muestra que el factor “localidad” provoco diferencias significativas en la
abundancia relativa de comunidades flngicas (PERMANOVA, p=0,001). La comparacién por pares
mostré diferencias de comunidades flingicas entre Hultsfred (SV) y Déderhult (SO) (p=0,003) y entre
Hultsfred (SV) y Gissebo (Gl) (p=0,003). El factor “sintoma” provocé diferencias significativas en la
abundancia relativa de comunidades fungicas (PERMANOVA, p=0,030) (Figura 4). La comparacién por
pares mostré que se encontraron diferencias entre las comunidades flngicas de plantas con brotes
de verano (PR) y mala formacién de brotes (DA) (p=0.017), brotes de verano (PR) y buena formacién
de brotes (BR) (p=0.020) y muchas yemas (MK) y mala formacién de brotes (DA) (p=0.033).

Diversidad bacteriana- Se identificaron un total de 573 OTUs bacterianas (Figura 5). Los taxones mas
abundantes fueron Bryocella sp., Buchnera aphidicola, Burkholderia andropogonis, Burkholderia
bryophila, Enterobacter sativa, Granulicella sp., Hamiltonella defensa, Luteibacter rhizovicinus,
Massilia sp., Metilocella sp., Pantoea sp., Pedobacter sp., Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas
graminis, Rahnella carotovorum, Serratia symbiotica, Singulisphaera sp., Sphingomonas
dokdonensis, y Uzinura sp.

ALL SAMPLES
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Figura 5. Principales taxones bacterianos observados en las muestras.
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En el caso de las comunidades bacterianas, el factor “localidad” también provocé diferencias
significativas en la abundancia relativa de comunidades flungicas (p=0,004). La comparaciéon por
pares mostré diferencias de comunidades flingicas entre Hultsfred (SV) y Déderhult (SO) (p=0,001) y
entre SV Hultsfred (SV) y Gissebo (Gl) (p=0,003). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en la abundancia relativa de comunidades bacterianas (p=0,081) entre muestras con
distintos sintomas.

5. Discusion

El nimero de taxones flngicos/bacterianos mostré una rica diversidad microbiana en unas
pocas muestras. La localidad fue el factor que explicé la mayoria de las diferencias tanto de los
taxones flngicos como bacterianos. La colonizacion de las plantas por microorganismos no es
aleatoria; es un proceso dirigido que se destaca por la existencia de patrones de co-ocurrencia
especificos y redes microbianas (CARDINALE ET AL., 2015). La complejidad del microbioma y las
reglas de su ensamblaje comunitario alin no se comprenden completamente. En nuestro estudio, las
muestras pertenecientes a distintas localidades presentaron un microbioma diferente, tanto fingico
como bacteriano, lo que podria estar explicado por el inéculo ambiental, ya que se sabe que la
localidad es uno de los factores ambientales que explican la distribucién geografica de los
microorganismos (THIEGART ET AL. 2020).

En nuestro estudio, se encontraron diferencias en los taxones flngicos pero no en los
bacterianos entre diferentes sintomas. Se ha sugerido que la planta puede modular su microbiota
para adaptarse dinamicamente a su entorno. Para comprender mejor el nivel de dependencia de las
plantas de los componentes microbiéticos, es necesario determinar la microbiota a diferentes escalas
y la dinamica temporal, ya que se ha descubierto que la autorregulacion intraespecifica es mucho
mas importante que la adaptaciéon ambiental (VANDENKOORNHUYSE ET AL. 2015). Es probable que
la dindmica del microbioma asociado al huésped haya evolucionado conjuntamente para mantener la
funcionalidad y el estado fisico del huésped (BJORK ET AL. 2017) lo que podria explicar la presencia
de comunidades fungicas diferentes en nuestras plantas.

En resumen, la diversidad microbiana detectada en plantulas de pino silvestre fue notable y
sugiere que incluso las plantaciones jovenes tienen un valor considerable como habitat para la
diversidad microbiana. Los resultados establecen una linea de base para los microbiomas de
plantulas de pino en los bosques joévenes, sirviendo asi como punto de referencia para evaluar las
diferentes medidas de gestion y regeneracion y los impactos ambientales en la sucesién de
comunidades microbianas (dindmica temporal y posibles efectos prioritarios). Ademas, sera util en
estudios futuros que exploren la posible conexidbn de ensamblajes microbianos, genotipos y
resistencia fenotipica a los impactos dinamicos de estrés abidtico y bidtico de diferentes practicas
silvicolas. En el futuro, se recomiendan mas analisis para determinar si los sintomas observados
fueron producidos por la presencia de ciertos hongos o bacterias.

6. Conclusiones

El nimero de taxones flngicos y bacterianos mostré una rica diversidad de microorganismos en
plantulas jévenes de pino silvestre en masas de regeneracion. En nuestro estudio, la localizacion fue
el factor que explicé la mayoria de las diferencias tanto de los taxones flingicos como bacterianos.
probablemente debido al diferente indculo ambiental. Se encontraron diferencias en los taxones
flngicos (pero no en los bacterianos) entre diferentes sintomas, aunque no todos los sintomas se
correlacionaron con una comunidad especifica. Se requieren mas analisis para determinar si los
sintomas observados fueron producidos por la presencia de ciertos microorganismos.
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