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Resumen

Comprender la influencia de los arboles huéspedes en los hongos del suelo en el contexto actual del
cambio climatico es crucial para comprender la futura dinamica de ensamblaje de las comunidades
de hongos. En este trabajo, utilizamos datos de metabarcoding del ADN de los hongos del suelo para
explorar como las redes ectomicorricicas cambian entre huéspedes de masas de pinos puros y mixtas
mediterraneas (35 parcelas, P. sylvestris, P. nigra y mezcla de P. sylvestris - P. nigra). No encontramos
diferencias en la composicion de las comunidades de hongos ectomirricicos entre bosques puros y
mixto, pero la complejidad de las redes ectomicorricicas era mayor en los bosques mixtos, ya que el
ndmero de vinculos entre las especies era significativamente mayor en comparacion con los bosques
de pino uniespecificos. Ademas, las redes ectomicorricicas en rodales mixtos mostraron vinculos
positivos entre especies con diferentes rasgos funcionales (Inocybe spp, Suillus spp). La baja
modularidad encontrada en los bosques puros puede indicar procesos deterministas o de
competencia mas elevados, mientras que los rodales de pino mixtos aumentan la presencia de
diferentes especies funcionales. Por lo tanto, la coexistencia de especies arbéreas puede
proporcionar diferentes nichos, lo que conduce a una red funcional mas compleja. Este trabajo
proporciona una vision de la idoneidad de los analisis de redes para comprender los mecanismos de
ensamblaje ectomicorricico en los bosques de pino mediterraneo.

Palabras clave
DNA metabarcoding, hongos ectomicorricicos, bosque de pinos, analisis de redes.

1. Introduccion

Los hongos del suelo son impulsores fundamentales de los procesos de los ecosistemas
(Bardgett y van der Putten, 2014), como la descomposicion de la materia organica, la liberacién de
nutrientes del suelo y la absorcién de nutrientes por las plantas (Bardgett y Wardle, 2010). Dado que
estas comunidades pueden determinar comunidades de plantas en multiples escalas espaciales,
comprender los principales procesos que dan forma a los ensamblajes de hongos es, por lo tanto, un
objetivo central del campo de investigacion de la ecologia microbiana. Por otro lado, se conoce como
el arbol huésped influye en los hongos del suelo, ya sea directamente a través de la variabilidad
intraespecifica (Pérez-lzquierdo et al., 2019) o interespecifica que puede afectar las asociaciones
arbol-micorrizas (Kernaghan y Patriquin 2011; Arfi et al.,, 2012; Hagenbo et al.,, 2020). En este
sentido, Los bosques mixtos son de gran interés al ser mas adaptables al cambio climatico o a las
perturbaciones que los monocultivos (Bravo-Oviedo et al., 2014). Este principio se basa en que la
coexistencia de especies de arboles crea nichos complementarios para el crecimiento de los arboles y
la absorcion de nutrientes, lo que aumenta la resistencia de los bosques a las perturbaciones (Bello
et al., 2019). Por lo tanto, se espera que los bosques mixtos alberguen niveles mas altos de riqueza
taxonémica de hongos (Ishida et al., 2007, Cavard et al., 2011).
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Estudios recientes sobre las comparaciones entre comunidades flngicas del suelo bajo distintos
hospedantes arboreos en ecosistemas boreales y templados muestran la existencia de niveles mas
altos de riqueza flingica del suelo en rodales mixtos que en rodales puros (Ishida et al., 2007; Nagati
et al., 2018). Ademas, se han encontrado diferencias claras en las comunidades de hongos del suelo
entre bosques puros y mixtos en estudios que comparan arboles anfitriones con caracteristicas
contrastantes (es decir, caducifolios frente a coniferas) (Ishida et al., 2007, Tedersoo et al., 2013)
Desgraciadamente, en bosques mediterraneos de pino no se encontraron diferencias en las
comunidades de hongos del suelo entre bosques puros y mixtos (Addamo et., 2021; Pérez-lzquierdo et
al 2020). Sin embargo, no esta claro si la falta de diferencias en las comunidades de hongos puede
ser causada por una falta de diferencias en las redes de asociacion de especies. Recientemente, la
complejidad de las redes de coocurrencia microbiana ha sido reconocida como un indicador de la
funcion del ecosistema y por tanto de su estabilidad (Karimi et al., 2017). Por ejemplo, He et al.
(2017) a través del analisis de redes de coocurrencia encontraron que cinco anos de cultivo de pasto
produjeron relaciones microbianas mas complejas que un suelo en barbecho. En este sentido, si
existen diferencias en la redees de interaccion entre especies de hongos en diferentes tipos de
bosque Mediterraneos auln no se ha investigado.

2. Objetivos

En este estudio, recolectamos muestras de suelo de 35 bosques diferentes en la cordillera
mediterranea espanola del Prepirineo. El objetivo general de este estudio fue caracterizar la
composicion de la comunidad de hongos ectomicoricicos y las redes de asociacion de especies entre
estos bosques, que estaban dominados por bosques puro de pinos (Pinus nigra y Pinus sylvestris) y
mixtos (P. nigra-P. sylvestris).

Mas precisamente, i) planteamos la hipotesis de que el tipo de bosque tiene poco o ningun efecto
significativo sobre los hongos ectomicoricicos dado que las especies de arboles estrechamente
relacionadas tienden a compartir comunidades flngicas mas similares que las especies de arboles
distantes (Adamo et al., 2021a, Pérez-lzquierdo et al 2020). Por el otro lado, ii) planteamos la
hipétesis de que las redes de asociacion de especies serian mas complejas en bosque mixtos que en
bosque puros dado que se espera la coexistencia de especies de arboles crea nichos
complementarios para el crecimiento de los arboles y la absorcion de nutrientes (Bello et al., 2019,
Nakayama et al., 2019).

3. Metodologia

3.1 Descripcion del sitio de estudio

Realizamos este estudio en la region montanosa de los Prepirineos de Cataluia en el noreste
de Espana (ver mapa en la Fig. 1). Analizamos un conjunto de parcelas de seguimiento a largo plazo
en las que se ha registrado fructificacion fungica durante ~20 afos (Martinez de Aragon et al., 2007).
El clima es mediterraneo, con un intenso periodo de sequia en verano desde junio hasta agosto,
temperaturas medias anuales que oscilan entre los 6° y los 9°C (Alday et al., 2017), y la mayor parte
de las precipitaciones en primavera y otono. Seleccionamos aleatoriamente 42 parcelas de pinar de
los 579 espacios incluidos en el Inventario Ecologico Forestal de Cataluna de 1992 realizado por el
Centre de Recerca Ecologica i Aplicacions Forestals (CREAF, 1992) (Bonet et al., 2010). Las 35
parcelas se distribuyeron aleatoriamente por toda Cataluna en nlimero proporcional a la superficie
ocupada por cada especie arbdrea, con 11 parcelas de P. nigra, 14 parcelas de P. sylvestris y 10 de
las parcelas comprendian una mezcla de especies de P. sylvestris y P. nigra.

3.2 Muestreo de suelo

-
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Los suelos se muestrearon durante la temporada de otono (octubre y noviembre) en 2009. En
cada uno de los rodales seleccionados, se establecié una parcela de 10 x 10 m en el centro para
monitorear a largo plazo la fructificacion de hongos. En cada parcela, tomamos cuatro submuestras
de suelo, es decir, una por lado de la parcela (Adamo et al., 2021c), con un taladro de acero
rectangular (30 cm de profundidad y 6 x 4,5 de ancho). Las cuatro submuestras de suelo se
agruparon en el campo y alrededor de 1 kg de la muestra mezclada se coloco en hielo y se llevo al
laboratorio para la extraccion de ADN fangico.

3.3 Comunidad fungica y analisis bioinformatica

El ADN fdngico se extrajo de 0,5 g de suelo homogeneizado utilizando el kit de suelo
NucleoSpin® NSP (Macherey-Nagel, Duren, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante. La region
del espaciador 2 transcrito interno flungico (ITS2) se amplific6 en un termociclador 2720 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) utilizando los cebadores gITS7 (lhrmark et al., 2012), ITS4 e
ITS4A (White et al., 1990). Optimizamos el nimero de ciclos de PCR en cada muestra con el objetivo
de obtener bandas de PCR débiles a medias en los geles de agarosa, lo que se logrd en la mayoria de
las muestras mediante el uso de 21 a 26 ciclos. Las concentraciones finales en las reacciones de
PCR, las condiciones de PCR, la purificacién y secuenciacion del ADN y los analisis bioinformaticas
fueron como explicaron Adamo et al. (2021a). Los datos de secuencia se archivan en el archivo de
lectura de secuencia de NCBI con el nimero de acceso PRINA641823 (www.ncbi.nlm.nih.gov/sra).

3.4 Identificacion taxonémica y funcional

Identificamos taxondmicamente las 600 OTU mas abundantes, que representaron el 93% del
total de secuencias. Seleccionamos la secuencia mas abundante de cada OTU para la identificacion
taxonémica usando el software PROTAX (Somervuo et al., 2016) implementado en PlutoF, usando un
50% de probabilidad de clasificacion correcta (considerado por Somervuo et al. (2016) como
“identificaciones plausibles”). Estas identificaciones se confirmaron y algunas de ellas mejoraron
usando massBLASTer en PlutoF contra la base de datos UNITE (Abarenkov et al.,, 2010). Las
identidades taxondmicas a nivel de especie se asignaron en base a una similitud >98,5 % con las
secuencias de referencia de la base de datos, o a otros niveles inferiores utilizando los siguientes
criterios: género basado en una similitud >97 %, familia basada en una similitud >95 %, orden
basado en >92 % similitud y phylum basados en >90% de similitud. Las OTU se asignaron a los
siguientes gremios funcionales: (a) basidiomicetos asociados a la raiz, (b) ascomicetos asociados a la
raiz, (¢c) mohos, (d) levaduras, (e) basidiomicetos asociados a la hojarasca, (f) ascomicetos asociados
a la hojarasca, (g) patégenos, (h) hongos asociados al musgo, (i) saprétrofos del suelo (taxones
saprotrofos que se encuentran cominmente en suelos minerales ricos en N) o (j) funcién
desconocida, seglin la base de datos UNITE, DEEMY (www.deemy. de) o FUNGuild (Nguyen et al.,
2016). Sin embargo, para analisis especificos, utilizamos la comunidad de micorrizas (que incluia
basidiomicetos asociados a raices y ascomicetos asociados a raices) y una comunidad flngica
saprotrofica (que incluia hongos asociados a musgos y saprotréfos del suelo).

3.5 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se implementaron en el entorno de software R (version 3.6.0, R
Development Core Team 2019). El paquete vegan se utilizd para analisis multivariados (Oksanen et
al., 2018) y el paquete NetCoMi (Peschel et al., 2020) se utilizo para los anélisis de redes de
cooccurencia. En segundo lugar, se evaluaron las diferencias en la composicién general de la
comunidad fungica entre bosques de pinos puros y mixtos mediante analisis de varianza
multivariante permutacional (PMAV, funcién "adonis") de una matriz de disimilitud de Bray-Curtis.
Luego, se implementd un escalamiento multidimensional no métrico (NMDS, funcién “metaMDS”)
para visualizar las diferencias de composiciéon en los hongos micorrizicos entre los dos tipos de
bosque. Se utilizaron elipses de desviacion estandar para visualizar la dispersion de cada bosque en
el espacio de ordenacion. Luego, la varianza de la matriz de disimilitud de Bray-Curtis entre pinos
hospedantes para cada tipo de bosque se compard utilizando la funcion betadisper, que es un

-
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analogo de la prueba de Levene. Finalmente, los analisis de redes fueron construidas utilizando la
funcion netconstruct del paquete NetCoMi y las asociaciones se estimaron con el enfoque SPRING
con normalizacion predeterminada y configuracion de manejo cero (Yoon et al., 2019). Los nimeros
nlambda y de replicacion se establecieron en 100 y 20, respectivamente y las redes fueron
comparadas con la funcion netCompare utilizando el indice de Jaccard y de Rand (Peschel et al.,
2020).

4. Resultados

4.1 Comunidades fungicas similares entre bosques puros y mixtos

No hubo diferencias significativas en la composicion flingica del suelo entre pinares puros y
mixtos (PMAV: r2 = 0,11, Fi141; = 2.09, valor p = 0,07) dado que las elipses de desviacion estandar de
ambos grupos eran claramente superpuesta en el centro de la ordenaciéon (valor de stress NMDS =
0,14, Fig. 1a). Ademas, los rodales de bosque mixto fueron composicionalmente mas heterogéneos
gue los rodales de pino puro, ya que el area de elipses fue mayor en el bosque mixto. Ademas, los
géneros de ectomicorricicos mas abundantes en los pinares puros de P. nigra fueron Phellodon spp,
Inocybe spp y Suillus spp. Similarmente, los géneros mas abundantes en pinares puros de P.
sylvestris fueron Phellodon spp, Suillus spp y Inocybe spp, y los géneros mas abundantes en los
pinares mixtos fueron Suillus spp, Phellodon spp y Russula spp (Fig 1b).

4.2 Las estructuras de las redes mas complejas en boques mixtos

Las diferencias cualitativas en la estructura de la red son facilmente evidentes al inspeccionar
la estructura de la red (Fig. 2, Fig. 3). Cuantitativamente, el indice de Rand ajustado entre las dos
redes fue 0.042 (P<0.041 por una prueba t de dos colas), lo que sugiere que hubo diferencias
altamente significativas en las topologias de la red entre el bosque puro y el bosque mixto. De manera
similar, las mediciones del grado de la red (0.05, P = 0.003 por una prueba t de dos colas), (nimero
de conexiones), la centralidad de los valores propios (la conectividad de los nodos, 0.085, P < 0.001
por una prueba t de dos colas) y los taxones centrales de la red entre bosques puros de P. sylvestris y
mixtos (0.003, P< 0.001 por una prueba t de dos colas) diferian significativamente entre las dos
redes (Fig. 2). También hubo diferencias significativas entre las mediciones del grado de la red
(0.105, P= 0.024 por una prueba t de dos colas), (nimero de conexiones), la centralidad de los
valores propios (la conectividad de los nodos, 0.086, P < 0.001 por una prueba t de dos colas) y los
taxones centrales de la red entre bosques puros de P. nigra y mixtos (0.001, P< 0.001 por una
prueba t de dos colas). Entre las asociaciones positivas mas fuertes entre especies en los bosques
puros de P. sylvestris se encuentran Inocybe ochroalba y Boletus edulis, Boletus edulis y Sebacina
spp, y dos especies de Cortinarius spp. Las asociaciones positivas mas fuertes en bosques mixtos
fueron entre Cortinarius spp y Russula spp, Boletopsis spp y Russula spp y Cortinarius spp y Lactarius
spp. Ademas, las asociaciones positivas y negativas entre especies fueron mayores en los bosques
mixtos que en los bosques puros (Fig. 2). Por el contrario, en bosques puros de P. nigra la asociacion
positiva mas fuerte fue entre Amphinema spp y Russula spp, Tomentella spp y Sebacina spp y
Cortinarius spp y Sebacina spp (Fig. 3). Finalmente, Suillus spp. tuvo el mayor numero de
asociaciones negativas tanto en P. nigra puro como en bosques mixtos.

2,
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Figura 1. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) que muestra la similitud general de la comunidad
fingica entre rodales puros de P. sylvestris (blue), P.nigra (rojo) y mixtos P. sylvestris - P. nigra (verde).
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Figura 2. Andlisis de red entre P. sylvestris y mezcla de P. sylvestris- P. nigra. Cada nodo representa una especie. Las
conexiones de red estan coloreadas por su direccién de asociacion. Las asociaciones positivas estan en verde y las
negativas en rojo. Los taxones centrales son los en negrita, siendo los nodos mas grandes los que tienen la mayor
cantidad de conexiones.
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Figura 3. Analisis de red entre P. nigra y mezcla de P. sylvestris- P. nigra. Cada nodo representa una especie. Las
conexiones de red estan coloreadas por su direccion de asociacion. Las asociaciones positivas estan en verde y las
negativas en rojo. Los taxones centrales son los en negrita, siendo los nodos mas grandes los que tienen la mayor
cantidad de conexiones.

5. Discusion

5.1 Comunidades fuingicas similares entre bosques puros y mixtos

Como se predijo, hubo una falta de diferencias en la composicion de hongos del suelo
entre bosques puros y mixtos de pino. La disimilitud de la comunidad flngica esta
estrechamente relacionada con la distancia filogenética entre las especies de arboles
huéspedes presentes en bosques puros y mixtos (Adamo et al., 2021b; Glassman et al.,
2017 Smith et al., 2009; Tedersoo et al., 2013). Por lo tanto, parece haber una falta de un
efecto de filtrado del huésped en la composicion de la comunidad ectomicorricica del suelo
en areas donde los bosques estan dominados por especies congenéricas relacionadas
filogenéticamente, lo que también se ha observado en bosques de pinos de América del
Norte, ecosistemas mediterraneos (Glassman et al., 2015, Pérez-lzquierdo et al. 2020) y para
distintas especies de Salix (Erlandson et al., 2016).

5.2 Las estructuras de las redes mas complejas en boques mixtos

Al mismo tiempo, nuestros resultados confirman la hipétesis 2 dado que se encontraron
diferencias entres las redes de asociacion de especies entre bosques puro y mixtos. Las
redes de asociacion de bosques mixtos mostraban asociaciones positivas significativamente
mas altas que en bosque puro y con modularidad mas compleja. Similarmente, Morrien et al.
(2017), encontraron que las redes de microbiota del suelo eran mas complejas a medida que
se avanzaba en el gradiente de restauracion de la naturaleza. Por lo tanto, un incremento de
la complementariedad de nichos debido a la coexistencia de diferentes especies de arboles
de pino huésped puede resultar en un incremento de especies de co-ocurrentes y de
asociaciones positivas y la falta de estas asociaciones podria afectar la estabilidad de las
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comindades (Bello et al., 2019; Nakayama et al., 2019). Ademas, nuestros resultados
muestran asociaciones positivas entre hongos ectomicorricico con tratos morfologicos
distintos (i.e Boletus edulis y Inocybe ochroalba, Russula spp y Boletopsis spp) (Fig. 2, Fig. 3).
Puede ser que coexistencia de diferentes especies de arboles de pino afecte los factores
abiodticos del suelo y podria resultar un endurecimiento de la red dado y de asociaciones
entre diferentes especies. Sin embargo, para probar esta hipdtesis se necesita mas
investigacion que correlacionen la red con las propiedades del suelo. Finalmente, en bosques
puro podrian dominar procesos de colonizacion estocasticos, las comunidades se mantienen
independientemente de los hongos que colonicen.

6. Conclusiones

Nuestros analisis indican que no hay diferencias entre las comunidades de hongos
ectomicorricicos en pinares Mediterraneos puros y mixtos. En cambio, las redes de
asociaciones entre especies de hongos son significativamente diferentes y mas complejas en
bosques mixtos comparadas con las de bosque puro. Por lo tanto, la coexistencia de
diferentes especies de pino puede tener una influencia sobre las asociaciones de hongos
ectomicorrizicos y podria resultar en una mayor complejidad del ecosistema forestal. La
investigacion adicional deberia centrarse en una mejor comprension de como las variaciones
en las estructuras forestal pueden afectar las redes de asociaciones de los hongos y, en
consecuencia, al funcionamiento del ecosistema mediterraneo, especialmente en el contexto
actual de cambio climatico.
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