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Resumen

Las plantas establecen interacciones con multitud de microorganismos que influyen en
su desarrollo y supervivencia, de manera que estas podrian ser consideradas como
metaorganismos, la planta depende de su microbiota para obtener nutrientes y como
escudo contra enfermedades, entre otros, y a cambio, la planta le proporciona
nutrientes en forma de exudados que pueden representar hasta un 21% del carbono
que fija fotosintéticamente. Dichas interacciones, tanto con la microbiota de las
filosfera como la de la rizosfera, son cruciales para la salud de las plantas, su
adaptacion al estrés bidtico y abidtico, asi como un elemento bdsico para conseguir

una agricultura sostenible.

En este estudio se ha caracterizado la microbiota bacteriana y fungica asociada a la
filosfera de dos arboles frutales, Malus domestica y Pyrus communis, a lo largo de su
desarrollo fenoldgico, mediante tres aproximaciones moleculares diferentes. Los
resultados obtenidos son equivalentes para las tres metodologias en cuanto a la
composicidon taxondmica de las comunidades microbianas. Se ha definido el core del
microbioma para ambas especies vegetales. Dentro de este, cabe resaltar la presencia
de género Deinococcus en el core del bacterioma, a diferencia de estudios previos y se
ha descrito por primera vez el core del micobioma de la filosfera. Se han establecido
dos modelos para explicar la sucesidn microbiana a lo largo del ciclo vegetativo del

arbol, asi como biomarcadores representativos para cada uno de ellos.

Por otro lado, se ha descrito el microbioma de la rizosfera de suelos conductivos y
supresivos para el nematodo fitopatdégeno Meloidogyne spp., observandose marcadas
diferencias entre ellos. Se ha caracterizado el core, destacando la presencia de
Sporosarcina, Pseudombrophila, Chaetomaiaceae, Cladosporium y Morteriellaceae,
como caracteristicos en suelos supresivos. Respecto a los biomarcadores indicativos de
la condicién de supresividad se han identificado los siguientes taxones, Acidobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, Cladosporium, Pyrenochaeta, Arachniotus,

Pseudogymnoascus, Pseudombrophila y Morteriella.



Finalmente, se realizd unos ensayos en maceta para valorar el impacto del agente de
biocontrol contra Meloidogyne incognita, Trichoderma asperellum, sobre la microbiota
de la rizosfera de Solanum lycopersicum, donde ademds se tenian en cuenta dos
variables, la tipologia del suelo supresivo y la variedad vegetal (resistente o sensible al
patégeno). Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto que los factores
determinantes en la composicidn taxondmica de la microbiota del suelo rizosferico son
en orden decreciente de importancia, la tipologia del suelo y la variedad vegetal. No se
ha podido valorar el efecto de Trichoderma asperellum dada la falta de prevalencia de

este agente de biocontrol en el suelo.



Abstract

Plants establish interactions with a multitude of microorganisms that influence their
development and survival, so that these could be considered as meta-organisms, the
plant depends on its microbiota to obtain nutrients and as a shield against diseases,
among others, and in return, the plant provides it with nutrients as exudates, that can
represent up to 21% of the carbon it fixes photosynthetically. Such interactions, both
with the phyllosphere and rhizosphere microbiota, are crucial for the health of plants,
their adaptation to biotic and abiotic stresses, as well as a basic element for achieving

sustainable agriculture.

In this study, the bacterial and fungal microbiota associated with the phyllosphere of
two fruit trees, Malus domestica and Pyrus communis, have been characterized
throughout their phenological development, using three different molecular
approaches. The results obtained are equivalent for the three methodologies
regarding the taxonomic composition of the microbial communities. The core of the
microbiome has been defined for both plant species. Within this, it is worth to
highlight the presence of the genus Deinococcus in the core of the bacteriome, unlike
previous studies and the core of the mycobiome of the phyllosphere has been
described for the first time. Two models have been established to explain the microbial
succession along the vegetative cycle of the tree, as well as representative biomarkers

for each of them.

On the other hand, the rhizosphere microbiome of conductive and suppressive soils
has been described for the phytopathogenic nematode Meloidogyne spp., obbserving
marked differences between them. The core has been characterized, highlighting the
presence of Sporosarcina, Pseudombrophila, Chaetomaiaceae, Cladosporium and
Morteriellaceae, as characteristic in suppressive soils. Regarding the biomarkers
indicative of the suppressive condition, the following taxa have been identified:
Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Cladosporium, Pyrenochaeta, Arachniotus,

Pseudogymnoascus, Pseudombrophila and Morteriella.



Finally, a pot assay was carried out to assess the impact of the biocontrol agent against
Meloidogyne incognita, Trichoderma asperellum, on the microbiota of the rhizosphere
of Solanum lycopersicum, where two variables were also considered, the type of
suppressive soil and the variety plant (resistant or sensitive to the pathogen). The
results obtained have shown that the determining factors in the taxonomic
composition of the rhizospheric soil microbiota are, in decreasing order of importance,
the typology of the soil and the vegetable variety. The effect of Trichoderma
asperellum could not be evaluated given the lack of prevalence of this biocontrol agent

in the soil.
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El agroecosistema

Desde que la humanidad comenzé su andadura sedentaria la agricultura ha
representado un factor de destruccién de los ecosistemas forestales y la ecosfera en
general. No obstante, los arboles son componentes importantes de los
agroecosistemas, y proveen de una gran variedad de productos bdsicos a nivel
alimentario y econdmicamente relevantes. Aproximadamente un 40% de la superficie
terrestre estd destinada a campos de cultivo y pastos'. La necesidad de alimentar a
una poblacion humana en continuo crecimiento, obliga a un incremento de la
produccidn agricola®3. A nivel mundial, el consumo de agua con fines agricolas es del
70% del total de agua dulce utilizada* ademads, la utilizacién de grandes zonas
forestales para usos agricolas estd ocasionando una gran pérdida de la biodiversidad?®.
Por ello, cada vez hay mas voces que promueven devolver la mitad del area de tierra
bajo manejo antropogénico a la cobertura natural del suelo para disminuir las pérdidas
de biodiversidad y combatir otros perjuicios del uso antropogénico del suelo®. Por lo
tanto, la capacidad de produccién agricola y su eficiencia son factores importantes
para la sustentar a la humanidad. Folberth asegura que con la debida optimizacién de
los cultivos se podria reducir a la mitad la tierra utilizada para estos fines, manteniendo
la produccién actual’. Pero no solo es un problema de superficie cultivada, ya que para
aumentar la eficiencia y la biomasa de las plantas cultivadas ademas es necesario
utilizar una cantidad ingente de fertilizantes. Se estima que a nivel mundial se utilizan
unos 10! kg de fertilizantes nitrogenados al afio®°, de los cuales aproximadamente
entre el 50 y el 60% no es absorbido por la planta y provoca alteraciones de la red
trofica, ademas una parte importante se infiltra a las aguas subterrdneas y migra al

mar donde afecta a toda la cadena alimenticia marina®.

La agricultura es un sector importante de la economia mundial y concretamente de la
espafiola. Segln el ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion del Gobierno
espafiol, la produccién agricola estatal en 2018 alcanzd los 32.000 millones de euros, lo
que representa un 2,7% del PIB solo en economia directa, con una superficie cultivada

de 23,2 millones de hectareas!!. Hay que tener en cuenta que es un sector que estd
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estrechamente relacionado con los ecosistemas naturales por lo que los cambios
globales, afectan a la producciéon agricola y la economia de los agricultores. El
calentamiento global es un hecho cientifico, en el IPCC 2018 (The Intergovernmental
Panel on Climate Change) ya se categorizaba el aumento de temperatura en 1,52C por
encima de los niveles pre-industriales'?, esto hace que haya enfermedades que hayan
modificado su distribucidon y en el caso de las vegetales, que se hayan expandido a
lugares donde no eran endémicas3. Ademds del clima, las précticas agricolas, el uso de
la tierra y el movimiento intercomunitario de las plantas y frutas!4, asi como de las
personas también son impulsores de la expansién y homogeneizacion de la
enfermedades agricolas®. Estas han perjudicado a los agricultores desde el principio
de la civilizacién?®, pero este proceso de homogeneizacién de la biota a nivel global,
ademas de ir en detrimento de la biodiversidad, es un problema desde el punto de
vista de la sanidad alimentaria y de la resiliencia de las comunidades!’, y ésta
expansion la estadn liderando los patégenos fungicos'®. No obstante, las especies
cultivadas han sido seleccionadas mayormente en funcién de la produccién, dejando
en un segundo plano la resistencia a las enfermedades®®. Todos estos factores explican
gue segun la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) alrededor
de un 40% de los cultivos se pierden debido a las enfermedades vegetales y a las

plagas®.

Las interacciones que se establecen entre las diferentes especies de organismos y los
arboles son diversas, y abarcan desde simbiosis hasta alimentacion e infecciéon. Cuando
esta relacién es perjudicial para la especie vegetal y reduce su valor afiadido se habla
de enfermedades y plagas?!. La severidad de la enfermedad en una planta no siempre
es igual, y viene determinada por el tridngulo de la enfermedad, un término que acufié
George McNew en 1960%2. McNew sugirid que el tridngulo se podria usar para estudiar
la interrelacion de varios factores en una epidemia y comprender como se puede
predecir, limitar o controlar. Esta herramienta entrelaza los tres participantes para el
desarrollo y resultado de una enfermedad: huésped, patégeno y medio ambiente. En
este triangulo se tienen en cuenta 6 factores que interactlan para determinar el

potencial del huésped para desarrollar diversos niveles de enfermedad. Estos factores
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son: la severidad del entorno fisico (por ejemplo, temperatura, humedad o lluvia), la
duraciéon del periodo de infeccion, la prevalencia del patdégeno, la virulencia del
patdgeno, la edad o madurez de la planta huésped y su susceptibilidad inherente a la
enfermedad. Tradicionalmente, las plagas y enfermedades vegetales se han tratado
con biocidas?®>?4. Por ejemplo, la estreptomicina y la oxitetraciclina se han utilizado
habitualmente para proteger los manzanos y los perales, asi como otras Rosaceae de
Erwinia amylovora®?® , el principal causante del fuego bacteriano, una grave
enfermedad que afecta a los arboles frutales de pepita?’-?8. Precisamente estos son los
arboles en los que se ha realizado el estudio de la microbiota de la filosfera a lo largo
de su ciclo fenoldgico. La aplicacién de estos porductos causa problemas
medioambientales?®3° y de salud humana®!, por lo que los estados y las agencias
medioambientales estan promoviendo un uso mas racional de los mismos basado en

estudios de campo3%33,

No obstante, la relacién que establecen los microorganismos con las plantas no
siempre es perjudicial. Hay microorganismos comensales e incluso microorganismos
que son beneficiosos para el desarrollo vegetal como, por ejemplo, las bacterias
rizosféricas que promueven el crecimiento de la planta (PGPR) que detallaremos mas
adelante. Por ello, el conocimiento de los microorganismos presentes en la filosfera y
la rizosfera de las plantas puede proporcionarnos una informacién clave para poder

abordar diferentes retos desde otra perspectiva, como por ejemplo:

- El conocimiento de las condiciones mas propicias para la aparicién de una
enfermedad (estacion, estadio fenoldgico, condiciones climaticas...) permitira
establecer modelos de prediccidn epidemiolégica robustos como herramienta
de control integrado de enfermedades que permitirdn tratar la planta, ya sea
guimicamente o biolégicamente, durante una ventana temporal mas
estrecha34.

- La potenciacién de ciertos microorganismos ya existentes en el microbioma de
la planta o la adicién de un conjunto de microorganismos que ayuden a

combatir la enfermedad. Estos microorganismos pueden aumentar la
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resistencia natural de la planta a los parasitos, competir por el mismo nicho o
nutrientes o directamente generar antibiosis (biocontrol)3>-3,

- La estimulacién de los microorganismos que promueven el crecimiento
saludable de la planta, gracias a la fijacion de nitrégeno, la movilizaciéon de
nutrientes, ya sea fdsforo u otros minerales, o la produccién de

fitohormonas37~4°,

De esta manera, el conocimiento de la microbiota asociada a la planta puede ayudar a
minimizar el uso de productos sanitarios de origen quimico, y aumentar la produccién
de biomasa vegetal sin recurrir a productos perjudiciales para el medio ambiente y la
salud humana. Ademas, para la viabilidad de las plantas es importante el estado del
suelo, y un estado saludable de este se define como la capacidad de funcionar como
un sistema de soporte vital, dentro de los limites del ecosistema y el uso de la tierra,
para mantener una productividad bioldgica, mantener la calidad del aire y del agua y
promover la salud de las plantas, animales y personas®. Esta capacidad como soporte
vital viene conferida tanto por factores abidticos (pH, salinidad...), como bidticos, una

parte fundamental de los cuales es el microbioma.

1.1 Las interacciones entre la planta y la microbiota asociada

Las plantas, como todos los seres vivos, establecen interacciones con multitud de
microorganismos, de manera que afectan tanto al desarrollo como a la supervivencia
de las mismas; por lo que todos los seres vivos, incluidas las plantas, pueden ser
considerados como metaorganismos. Asi pues, la planta depende de su microbiota
para obtener determinados beneficios (obtencién de nutrientes y escudo contra
enfermedades, entre otros) y a cambio, la planta les proporciona nutrientes en forma
de exudados que pueden representar hasta un 21% del carbono que fija
fotosinteticamente*2. Diversos estudios consideran estas interacciones cruciales para
entender la salud de las plantas y su adaptacion al estrés tanto bidtico, como
abidtico*®#, asi como un elemento bdsico para poder conseguir unos cultivos

sostenibles®.
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La comunicacion entre la planta y los microorganismos asociados, asi como la
comunicacion entre los propios microorganismos* se produce a través de la
percepcion de quorum (Quorum Sensing). Se trata de un mecanismo de regulacién
génica implicado en actividades microbianas como la produccién de antibidticos, la
formacién de biofilms, la conjugacién, la movilidad, la simbiosis y la virulencia, entre
otros*’. La comunicacién entre Dominios se produce mediante moléculas
autoinductoras, como las AHL (N-acyl homoserine lactone)*®*° en bacterias Gram
negativas. Las plantas responden a las moléculas autoinductoras e incluso son capaces

de mimetizarlas>°.

Los desequilibrios en el microbioma o disbiosis pueden ser los desencadenantes de las
enfermedades o favorecerlas. Esta disbiosis la pueden causar microorganismos ya
presentes que cambian su abundancia u otros transportados por el aire o por los
animales. Las plantas pueden presentar resistencia a estas enfermedades, que se
define como la capacidad de suprimir una infeccién, su desarrollo y/o la reproduccion
de los pardsitos®. La resistencia puede ser debida a los propios genes de la planta®? o
inducida por las interacciones con los microorganismos que forman parte del
microbioma®3. Estos microorganismos que ayudan a reprimir una enfermedad son los
llamados agentes de control bioldgico o biocontrol. Los agentes de control bioldgico
pueden utilizar uno o varios mecanismos, como antibiosis, micoparasitismo,

competencia e induccidn de resistencia generalizada en la planta®*°>.

1.1.1 Lafilosfera

El término filosfera fue propuesto de forma casi simultanea por Last (1955)° y Ruinen
(1956)>7 en contraposicién con el término rizosfera. Ruinen lo trataba en el 1961 como
“un ambiente ecoldgico descuidado”, dato que sorprende teniendo en cuenta la
abundancia de plantas en la superficie terrestre, y el papel relevante de las relaciones

gue éstas establecen con los microorganismos.

La filosfera se corresponde con la parte aérea de la planta, mayormente las hojas, pero
también, los frutos, yemas, flores y ramas®’. Esto hace de la filosfera un habitat
enorme a lo largo del globo terrestre. Se calcula que hay unos 5x10% km? de hojas, lo
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que representa unos 1x10° km? contando el anverso y reverso de la hoja®2. En la
filosfera la concentracion de bacterias?’ es de alrededor de 10°-107 células por cm?,
mientras que la microbiota flngica es numéricamente inferior?®, asi pues, la superficie
de las hojas constituye uno de los habitats mas extensos de la Tierra, estimandose una
poblacidn bacteriana de 1026 células?’. Aunque inicialmente el estudio de la filosfera se
focalizaba en los microorganismos patégenos, debido a las pérdidas econémicas que
éstos ocasionan, la mayor parte de los microorganismos que viven en la filosfera son
comensales, y las interacciones de estos ultimos con las plantas han sido menos
estudiadas®. No obstante, debido a la importancia ya mencionada de los
microorganismos comensales, seria interesante disponer de una descripcién completa
del microbioma de la planta. En la filosfera, los microorganismos comensales tienen un
modo de vida mayormente epifito, es decir, adheridos a la superficie; mientras que los
patégenos comienzan la invasidn de forma epifita para pasar a ser endoéfitos, entrando
en el apoplasto por aberturas naturales como los estomas®:. Para algunos
microorganismos de la filosfera la planta es su habitat natural, son autdctonos, quedan
como reservorio en las partes perennes (ramas, tronco...) cuando las partes aéreas
perecederas de la planta (hojas, frutos, flores...) se desprenden y vuelven a ser
colonizadas en el siguiente ciclo fenoldgico. Pero, también hay una parte de la
microbiota que proviene de transporte horizontal a través del suelo, del aire o de otras
plantas®. En las plantas caducifolias esta renovacidn es total, por ello las poblaciones
microbianas de la filosfera son efimeras, a diferencia de las de la rizosfera que no se
renuevan anualmente. Ademas, los microorganismos de la filosfera estan expuestos a
diversos factores de estrés abidtico y bidtico. La filosfera es un ambiente oligotréfico,
ya que la cera que cubre la cuticula reduce la evaporacién del agua y lixivia los
metabolitos secundarios de la planta. Asimismo, estan expuestos a elevada radiacion
UV, los cambios de humedad y temperatura, el viento y la presencia de metabolitos
antimicrobianos, ya sean propios de la planta o de otros microorganismos
competidores. Para disminuir el impacto de estas condiciones adversas, las bacterias
desarrollan grandes agregados® recubiertos de polimeros etracelulares?’, los llamados
biofilms. Los hongos se comportan de forma diferente y tienden a colonizar las hojas

en forma de células solitarias (o esporas), y de manera infrecuente en hifas o
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pseudohifas®®. Las poblaciones microbianas tienden a estar cerca de las venas, en las

grietas de las células epidérmicas y en la base de los tricomas®4,

Vorholt®® en un articulo de revisién sobre la filosfera, concluye que la comunidad
microbiana es predecible y que estd compuesta por unos pocos filos dominantes y
presenta una diversidad inferior a la rizosfera®*®®. Uno de los filos dominantes de la
filosfera es el de Proteobacterias, especificamente las clases Alphaproteobacteria y
Gammaproteobacteria®”®8, seguidos por los filos Bacteroidetes y Actinobacterias®>°6:69,
Methylobacterium, Pseudomonas y Sphingomonas® son los géneros que encontramos
de forma mas habitual en la filosfera, pero hay diversos elementos clave (los
denominados drivers) que pueden modificar la composicionde los microbiomas.
Algunos de estos drivers son el genotipo de la planta’®’, los factores
medioambientales, como la estacionalidad y el estrés hidrico’? y los factores bidticos,

como la presencia de patdgenos o el ciclo fenoldgico de la planta’3.

Los microorganismos presentes en la filosfera de la planta estan implicados en diversas
funciones como la fijacién de nitrogeno’4, favorecer el crecimiento de la planta’’® asi
como la inhibiciéon de microorganismos patogénos’®. Cabe resaltar que la adicion de
fertilizantes provoca una disminucién de los indices de diversidad y la riqueza de las
poblaciones microbianas de la filosfera, ya que la planta dispone de una mayor
accesibilidad a nutrientes asimilables y no necesitan la cooperacién fisioldgica de los

microorganismos®°.

El conocimiento de los microorganismos presentes en la filosfera, asi como de los
factores que hacen variar la composicidon de esa comunidad nos ayudara a disefar una
estrategia para combatir las enfermedades, asi como aumentar la biomasa de las
plantas. Por ello, uno de los objetivos de este trabajo ha sido caracterizar el
microbioma de la filosfera de Malus domestica y de Pyrus communis, determinar
cudles son las comunidades mas abundantes y buscar un posible conjunto de

microorganismos que permanezcan a lo largo de todo el ciclo de la planta (core).
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Los estados fenoldgicos de la planta y su implicacion en la sucesion de las

poblaciones microbianas

En 1849 el botanico Charles Morren utiliza el término fenologia por primera vez, pero
no aparece en un articulo cientifico hasta 1853, “Souvenirs phénologiques de I'hiver
1852-1853" que él mismo escribidé’’. Segun la RAE’®, la fenologia es el estudio de los
fenédmenos biolégicos en relacién con el clima, particularmente los cambios
estacionales. En nuestro estudio la fenologia se refiere a los cambios que se suceden
en el arbol a lo largo de un ciclo vegetativo, cambios como la aparicidon de las hojas, la

floracion o la aparicién del fruto.

La sucesién es un proceso de cambios en la comunidad, razonablemente direccional y
predecible como resultado de la modificacién del entorno fisico y bioldgico, y que
tiende a culminar en un ecosistema estabilizado, denominado climax, en el que se
mantiene la maxima biomasa y funcién simbidtica entre organismos’®. En este trabajo
se ha estudiado la dindmica de las poblaciones microbianas a lo largo de las diferentes
fases del ciclo fenoldgico del arbol, como motor de cambio en la sucesién del
microbioma asociado a la filosfera. Existen diversos estudios sobre la sucesion del
microbioma de la rizosfera en las diferentes etapas del ciclo fenoldgico del arbol8%8?,
pero son escasos los trabajos sobre filosfera y estos se centran principalmente en el

estadio de floracion32.

Redford y Fierer® estudiaron la sucesion bacteriana en las hojas de Populus deltoides
durante dos ciclos anuales. El estudio estaba centrado en las hojas, dejando de lado
otros elementos de la filosfera. Las muestras se recogieron mensualmente, sin tener
en cuenta los cambios fenoldgicos del arbol. Los resultados obtenidos les permitieron

concluir que:

- Habia cambios en las comunidades bacterianas a lo largo del afio, por lo tanto,
se producia el fendmeno de la sucesion.

- La evolucidn de la comunidad era ciclica. Los meses iniciales y finales del ciclo
anual presentaban una comunidad mas similar entre ellos respecto a los meses

intermedios. Se ha de tener en cuenta que las hojas caen y se ha de volver a
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establecer una nueva comunidad, de un ano a otro. La explicacion de esta
predictibilidad en las comunidades iniciales podria deberse a la propiedad del
arbol como reservorio de algunos de estos microorganismos que después

colonizardn las hojas.

Debido a la falta de bibliografia que relacione el estado fenoldgico del arbol con los
cambios en la microbiota presente en la filosfera, sobre todo respecto de la comunidad
fungica, en este estudio se han analizado las sucesién en las comunidades bacterianas
y fungicas de la filosfera a lo largo de los diferentes estadios fenoldgicos de dos arboles
frutales producidos en Catalufia y con un gran impacto econémico como son, Malus

domestica var Golden delicius y Pyrus communis var Passe crassane.

1.1.2 Larizosfera

Hiltner en 1904 definid la rizosfera como el suelo que envuelve la raiz, asi como los
microorganismos residentes que estan bajo la influencia de los exudados radiculares®.
Ademas, fue el primero en sugerir que los microorganismos rizosféricos tenian una
gran importancia para el crecimiento y la salud de la planta. La rizosfera se caracteriza
por presentar una elevada abundancia de microorganismos®®, que estdn activos®® y
cuya actividad se ha demostrado esencial para el crecimiento de la planta, creando un
primer escudo protector contra los patégenos del suelo3?®’. La ratio de

microorganismos estimada por gramo de raiz es de 10°! células®®.

En el suelo rizosférico la concentracion de microorganismos es superior a la del suelo
sin enraizar®. Al igual que en la filosfera, esta interaccidon es provechosa para ambos,
las plantas y el microbioma rizosférico®®. Los microorganismos del suelo son atraidos
quimiotacticamente por los exudados ricos en carbono de la planta3? hacia la rizosfera.
Debido a que los exudados son distintos, en las diferentes especies de plantas®® los
microbiomas de la rizosfera también difieren entre las especies vegetales®>°22% y su
estado de desarrollo®. Algunos trabajos demuestran incluso diferencias en las
comunidades microbianas de la rizosfera de diferentes cultivares de la misma
especie®®®’, En Arabidopsis thaliana, la diferencia entre el suelo sin enraizar y el suelo
enraizado es una mayor presencia de Actinobacteria y Proteobacteria en el
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enraizado®®°, asi como una disminucidn de los filos Acidobacteria, Verrucomicrobia y

Gemmatimonadetes, respecto al no enraizado®?.

La rizosfera, es una zona con una gran abundancia y diversidad de microorganismos,
siendo ademds un reservorio de patdgenos facultativos de humanos'®®%%, Varios
géneros bacterianos, incluidos Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum,
Ochrobactrum, Pseudomonas, Ralstonia, Staphylococcus y Stenotrophomonas,
contienen cepas asociadas a raices que ademds son patdgenos oportunistas de
humanos. Los mecanismos de colonizacién de la rizosfera y la actividad antimicrobiana
de estos microorganismos son similares a los mecanismos utilizados durante la
colonizacién e infeccién de érganos y tejidos humanos. Esto hace mas relevante el
problema de las multiresistencias provocadas por el uso de antibidticos en los

ecosistemas agricolas.

Los factores limitantes para el crecimiento de las plantas suelen ser la falta de
nutrientes como el fésforo y el nitrégeno y, en menor medida, el hierro®. La solucién a
este problema no proviene de la adicion de fertilizantes inorganicos, ya que en algunos
casos, como el del fésforo, es abundante en el suelo, pero esta ligado a aluminio o a
calcio y la planta lo necesita en forma de fosfato soluble®?, Esta solubilizacion la hacen

103

posible tanto bacterias de la rizosfera'®3, como hongos micorricicos®*. Dentro de estos

microorganismos que habitan en la rizosfera, las PGPR son las que tienen mas efectos

105 colonizan las raices y estimulan el crecimiento de la

beneficiosos para las plantas
planta y/o reducen la incidencia de la enfermedad. Ademas de la solubilizacién del
fosfato, las PGPR son capaces de fijar nitrégeno, el ejemplo mas claro y eficiente es la
nodulacién, caracteristica de los géneros Rhizobium*® y Frankia®”:1%, Ademas, existen
otras bacterias que son capaces de fijar nitrégeno de manera enddfita en las raices%8,
por ejemplo, Gluconacetobacter diazotrophicus. G. diazotrophicus, es una bacteria
simbionte de cafa de azucar con la capacidad de fijar nitrégeno, para comprobar el
efecto promotor del crecimiento de la planta de esta fijacion endéfita de nitrogeno se
disefid un mutante nif que no era capaz de fijar nitrégeno. Los mutantes que entraban

en simbiosis con las plantas veian reducida la capacidad de mejorar el crecimiento

cuando se comparaban con la cepa salvaje en cafia de aztcar'®. Las PGPR también son
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capaces de secuestrar el hierro en los sideréforos!!o, que tienen mas afinidad por el
Fe3* que los de las plantas, asi ademds de aportar una mayor cantidad de hierro, hacen
que el crecimiento de otros microorganismos que pueden ser patégenos
(especialmente hongos) sea mas lento!*113, Ademas de la solubilizacidn de nutrientes
limitantes para las plantas, las PGPR pueden secretar metabolitos fungicidas'* y
estimular el crecimiento de estas mediante la produccién de fitohormonas, como las
auxinas o las citoquinas, y estimulantes del crecimiento, como el etileno o el 2,3-
butanediol*®!15, Estos microorganismos son una opcién para reducir la utilizacion de
fertilizantes inorgdnicos ya que aportan esos nutrientes esenciales para el crecimiento

de la planta, ademas en la forma éptima para su absorcidn por parte de la planta.

Suelos supresivos

Los suelos supresivos han sido descritos por Baker y Cook como suelos en los cuales la
severidad o incidencia de una enfermedad se mantiene baja, a pesar de la presencia
del patégeno, la susceptibilidad de la planta y las condiciones climaticas favorables
para el desarrollo de la enfermedad!'®. La microbiota residente en los suelos
supresivos es en gran parte responsable de esta capacidad3®!Y’, y las siguientes

caracteristicas lo demuestran!?’:

- Cuando un suelo se pasteuriza o se autoclava pierde su capacidad supresora.

- La capacidad supresora puede ser transferible, inoculando de un 1 a un 10% del
suelo supresivo a un suelo conductivo.

- La bajada del pH de 8 a 6 afiadiendo H,SO4 disminuye la supresividad de este
suelo. Algo que hay que tener en cuenta al aplicar fertilizantes, y en suelos que
sean muy acidos.

- Anos de monocultivo pueden inducir la capacidad supresora en algunos suelos.

Unos altos indices de diversidad microbiana estan relacionados con el fendmeno de la
supresividad, pero tan importante como la diversidad de especies, lo son las
diferencias en la funcionalidad de los individuos!!8. Las enfermedades transmitidas por

el suelo son a menudo menos graves en las granjas ecoldgicas, posiblemente debido a
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una mayor diversidad de microorganismos que interaccionan de forma beneficiosa con

la planta'’®, de igual manera que pasaba en la filosfera.

Se han descrito suelos supresivos para multitud de patégenos, bacterias, hongos,
nematodos y oomicetos, en este trabajo nos centraremos en los suelos supresivos para
nematodos. Los RKN (Root-Knot Nematodes), son nematodos que infectan diferentes
especies vegetales de interés agricola y causan unas pérdidas mundiales anuales de
unos 1.000 millones de dolares'?°, Los juveniles de segunda etapa (J2) de RKN entran
en las raices del huésped por la zona de elongacion, a través del apoplasto, inyectando
proteina en sus células mediante un estilete hueco para facilitar la migracion,
manipular sus funciones y suprimir las defensas de la planta?l. Las proteinas
secretadas para facilitar la migracién consisten en una mezcla de enzimas que
degradan la celulosa, la hemi-celulosa o la pectinat??. La célula perforada por el estilete
es la célula llamada sincitial inicial, a partir de esta, mediante la degradacién parcial de
la pared celular se forman células gigantes con multiples nucleos agrandados que sera
lo que dard como resultado las caracteristicas agallas o nudos!?3. Estos sincitios son las
células de las que se alimentardn los nematodos. Meloidogyne spp es el nematodo
endoparasitico de plantas que mas pérdidas econdmicas ha causado a nivel

mundial*?#'2>, En Espafia son responsables de grandes pérdidas en cultivos de
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tomate!?%1?7 pepino'?8, sandia'?® y calabacin®*°. Aunque, hoy en dia ya han sido

descritos suelos supresivos para nematodos fitopatdgenos!3!

, la mayoria de los
estudios se centran en un drea geografica y un cultivo concreto3133, Por eso, en el
capitulo 4 de este trabajo se ha analizado la diversidad microbiana de suelos
supresivos de diferentes zonas geograficas y con diferentes especies cultivadas en
comparacion con suelos conductivos para Meloidogyne spp. Con ello, se pretende
encontrar microorganismos presentes en suelos con diferentes caracteristicas fisico-

guimicas, y ambientales pero que coinciden en la capacidad supresora para

Meloidogyne spp.

Los suelos supresivos no son la Unica solucidn a las infecciones por nematodos, las
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plantas con resistencias a nematodos son una alternativa econémica'?®, pero tienen

dos problemas, por el momento hay disponibles cultivares de pocas especies con estas
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resistencias, y ademas el uso continuo de estos cultivares puede propiciar la seleccion
de poblaciones de nematodos especialmente virulentos34, Por lo que, a dia de hoy, el
uso de suelos supresivos es una alternativa mejor. Dadas las diferentes opciones para
el tratamiento de nematodos fitopatdgenos, otro objetivo marcado en este trabajo ha
sido analizar el impacto de diferentes aproximaciones en el control del nematodo
Meloidogyne incognita, como son la tipologia del suelo, la variedad vegetal sembrada,

o la adicidn de un agente de biocontrol, sobre el microbioma rizosférico.

1.2 Técnicas moleculares aplicadas al estudio del microbioma del

agroecosistema

El hecho de que la gran mayoria de los microorganismos asociados a plantas, asi como
en toda la biosfera, puedan ser viables o metabdlicamente activos pero no cultivables
en los medios utilizados comiUnmente, ha propiciado la utilizacién de técnicas
independientes de cultivo en la investigacion de la microbiota de las plantas'3®.
Diferentes estudios han probado que solamente entre un 0,1 y un 10% del total de
bacterias cuantificadas mediante qPCR son cultivables!3637  Yashiro et al®® realizaron
un estudio comparativo entre métodos dependientes e independientes de cultivo en la
filosfera de manzano, en el cual determinaron que habia, al menos, de 100 a 1000
veces mas células bacterianas en las hojas de manzano que las estimadas en cultivo

con TSA (Trypticase soy agar), corroborando los estudios citados anteriormente.

Las debilidades de los métodos moleculares dependientes de la amplificacién
mediante PCR son la sensibilidad a inhibidores, la posibilidad de sesgo de los
cebadores, la dificultad de obtener una informaciéon cuantitativa precisa y la
posibilidad de interferencia debido a la amplificacidon de secuencias de acidos nucleicos
derivadas de orgdnulos de las células vegetales, sobre todo cuando se utiliza cebadores
universales para el dominio bacteria'®>%°, dada su similitud con el gen del RNA
ribosdmico 16S de procariotas. En este sentido, la eleccidon de los cebadores es un
proceso esencial, sobre todo para las muestras de filosfera, ya que las muestras de

rizosfera recogidas fueron de la tierra circundante a la raiz, pero con poca presencia de
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material vegetal. Tras una busqueda bibliografica se optd utilizar la pareja de
cebadores 799f-1492r'#!, |os cuales fueron disefiados para solventar este problema
técnico, ya que nos permiten separar el DNA amplificado correspondiente a las
poblaciones procariotas del correspondiente al cloroplasto vegetal en un gel de

agarosa'*>'%3 por su diferencia de tamafio.

El desarrollo de metodologias moleculares independientes de cultivo ha sido muy
rapido, tanto en lo referente a métodos dependientes como independientes de PCR44,
En el estudio del microbioma de la filosfera de peral y manzano a lo largo del
desarrollo fenolégico del arbol se utilizaron tres técnicas moleculares dependientes de
la PCR (DGGE, genotecas y secuenciacion masiva: lllumina MiSeq). Mientras que en el
estudio de la rizosfera de suelos supresivos para RKN se utilizéd solamente la DGGE y la
secuenciacion masiva mediante Illumina MiSeq. La combinacion de diferentes
metodologias moleculares proporcionard unos resultados mas fiables en el estudio de
la diversidad microbiana, ya que se podran sumar sus puntos fuertes, minimizando las

debilidades de cada uno ellas.
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Capitulo 2. Objetivos



El objetivo global de esta tesis es contribuir al desarrollo de unas buenas practicas
agricolas, enfocadas en garantizar la sostenibilidad ambiental, a través del
conocimiento de la microbiota asociada al agroecosistema. Para ello nos hemos

marcado los siguientes objetivos:

- Caracterizar la microbiota bacterian y flngica asociada a la filosfera de dos
arboles frutales de pepita como son Malus domestica var Golden delicius y

Pyrus communis var Passe crassane.

- Estudiar las sucesiones de las poblaciones microbianas de la filosfera de Malus
domestica var Golden delicius y Pyrus communis var Passe crassane a lo largo

de su desarrollo fenolégico.

- Identificar que microorganismos presentes en el suelo determinan su caracter
supresivo frente al nematodo Meloidogyne spp., a través de la comparacion

con la microbiota asociada a suelos conductivos para la enfermedad.

- Evaluar el impacto de la adicién de Trichoderma asperellum, un agente de
biocontrol para nematodos noduladores de raiz, sobre el bacterioma vy el
micobioma de suelos supresivos sembrados con dos variedades de Solanum

lycopersicum una resistente y otra sensible a Meloidogyne incognita.
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Capitulo 3. Material y métodos
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3.1 Zonas de muestreo

El estudio realizado se centra en la caracterizacion de la microbiota asociada a
diferentes agroecosistemas. En primer lugar, se ha analizado la diversidad microbiana
de la filosfera de dos especies de arboles frutales de la familia de las rosaceas a lo largo
de su desarrollo fenoldgico. Dicho trabajo se ha llevado a cabo en Girona, a partir de
muestras tomadas en 2006 en diferentes fincas experimentales de la Fundacié Mas
Badia. En cuanto a la caracterizacién de las comunidades microbianas de los suelos
supresivos para Meloidogyne spp, nematodo fitopatégeno que induce la formacién de
agallas, se realizaron muestreos a lo largo de 2015 y 2016 en diferentes fincas

localizadas en Barcelona y Tarragona, en el nordeste de la peninsula Ibérica.

3.1.1 Finca experimental de la Fundacié Mas Badia — IRTA

La finca experimental de la Fundacié Mas Badia (42°03'15.8"N 3°03'42.6"E), situada en
el término municipal de la Tallada d’Emporda, Girona (Catalunya, Espaia), es uno de
los centros consorciados del Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA)

(Figura 3.1).

La fundacién dispone de una finca de 30 hectareas con diversas instalaciones y un
equipo humano altamente cualificado dedicado a la investigacién y desarrollo en areas
de fruticultura, cultivos extensivos, proteccion de cultivos, agrometeorologia y

especies forestales de crecimiento rapido (http://www.irta.cat/ca/centre/mas-badia/)

El término municipal de la Tallada d’Emporda esta situado en el Baix Emporda, a una
altitud de 20 metros sobre el nivel del mar. El clima de la zona es mediterraneo litoral
norte, caracterizado por veranos relativamente calurosos e inviernos moderados, con
una amplitud térmica baja, (p. ej. 18,6 °C en 2006). La precipitacion se distribuye
regularmente a lo largo de todo el aflo (600 mm de media) con un maximo destacado

en otofio (Figura 3.2 y Tabla 3.1).
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Figura 3.1 a) Localizacién geografica de la Fundacié Mas Badia, en la provincia de Girona, en el Nordeste
de la peninsula Ibérica. b) Foto de la masia de la Fundacié Mas Badia Irta. c) Vista aérea de la finca de
Mas Badia (Fuente: Google Earth, earth.google.com/web/), en la imagen se han resaltado de distintos
colores los diferentes tipos de cultivo existentes en la finca en 2006: manzanos (amarillo), perales (rosa),
cereales (verde), melocotoneros (naranja) y chopos (azul). También se ha destacado la zona de
muestreo (l).
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Figura 3.2 Condiciones meteoroldgicas registradas en la estacion de La tallada de 'Emporda en 2006. T?
media: Temperatura media en °C. Radiacidon en MJ/m?. Pre media: precipitacién media expresada en
mm/m?. HR media: Porcentaje de humedad relativa media del mes. Fuente: Meteocat
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3.1.2 Fornells de la Selva

La fundacié Mas Badia dispone de un campo experimental de perales de la variedad
Passe Crassane en el término municipal de Fornells de la Selva, Girona (Catalunya,

Espafia) (41°54'25.85"N, 2°49'12.53"E), (Figura 3.3)

oy

= Fornells de la Selva

Figura 3.3 a) Localizacion geografica de la finca experimental de Fornells de la Selva, en el Nordeste de la
peninsula Ibérica. B) Vista aérea de la plantacion de perales en Fornells de la Selva donde se ha

destacado la zona de muestreo (cuadrado rosa). (Fuente: Google Earth, earth.google.com/web/).

La parcela objeto de estudio consta de cuatro filas de perales, de las cuales, la mas
cercana a la carretera tiene menos arboles; mientras que las otras tres tienen
aproximadamente cien arboles cada una. Para los estudios de caracterizacion de la
diversidad microbiana a lo largo del desarrollo fenolégico del arbol se han tomado
muestras de los cinco arboles centrales de cada una de las tres filas mas lejanas a la

carretera (ver esquema en apartado 2.2.1).

El municipio de Fornells de la Selva esta situado en la comarca del Gironés, a una
altitud de 102 m sobre el nivel del mar. Su clima es también mediterrdneo, en este
caso prelitoral norte. Presenta inviernos moderados y veranos calurosos, con una
amplitud térmica media-baja. El periodo en el que no se producen heladas se sitla
entre mayo y septiembre. La precipitacion media anual es superior a los 700 mm,

siendo otofio y primavera los periodos de mdaxima precipitacion y solo julio puede
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considerarse arido. Durante el afio 2006 la precipitacion anual estuvo por debajo de la

media (tabla 3.1).

Fornells de la Selva
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Figura 3.4 Condiciones meteoroldgicas registradas en la finca de Fornells de la Selva. T° media:
Temperatura media en °C. Pre media: precipitacion media expresada en mm/m?2. HR media: Porcentaje
de humedad relativa media del mes. Fuente: Meteocat

Tabla 3.1.- Pardmetros meteoroldgicos que caracterizan las zonas de muestreo registrados durante el

periodo objeto de estudio. Fuente: Meteocat

Parametro La Tallada d'Emporda  Fornells de la Selva
Temperatura media 15,5°C 14,5°C
Amplitud térmica 18,6 °C 20,6 °C
Temperatura maxima media 20,9 °C 22,8°C

Temperatura maxima media
del mes mas célido
Temperatura minima media 10,1°C 7,4°C
Temperatura minima media
del mes mas frio

Precipitacién anual 616,4 mm 593,1 mm

31,7 °C (julio) 34,9 °C (julio)

2,1 °C (enero) -0,7 °C (enero)
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3.1.3 Alcanar

La empresa Verdures Ecologiques Ecomallades, que como cuyo nombre indica es una
empresa de frutas y verduras ecoldgicas, posee varios invernaderos situados en la

poblacién de Alcanar en la provincia de Tarragona, en el nordeste de Espaia (Fig. 3.5).

Figura 3.5. a) Localizacidn geografica de los invernaderos de Alcanar, en Tarragona, en el nordeste de la
Peninsula Ibérica. b) Vista aérea de los invernaderos objeto de estudio, en rojo Kyoto y en verde Hidalgo
(Fuente: Google Earth, earth.google.com/web/).

En este caso, se estudiaron los suelos de dos invernaderos, uno de ellos, Hidalgo
(40°32'31.84’N, 0°29’51.71”E), supresivo para el nematodo Meloidogyne spp y el
segundo, Kyoto (40°32'31.84"N 0°29'51.71"E), que inicialmente era conductivo para
este patégenoEl clima del Montsia es mediterraneo de tipo litoral sur. Los inviernos
son suaves y los veranos calurosos. La precipitacion anual varia entre 550 y 600 mm,
con maximos en otofio y minimos en verano (Figura 3.6). Durante 2015 y 2016 los
maximos de precipitacidn tuvieron lugar en otoio y primavera. En 2015 se registré una
precipitacion total de 488 mm, mientras que en 2016 fue de 361 mm (Tabla 3.2), un

poco por debajo de la media anual de la zona.
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Figura 3.6. Condiciones meteoroldgicas registradas en Alcanar. T*> media: Temperatura media en °C.
Radiacion en MJ/m?. Pre media: precipitacién media en mm/m?2. HR media: Porcentaje de humedad
relativa media del mes. Fuente: Meteocat

3.1.4 Amposta

En Amposta se trabajé con muestras de suelo de un invernadero perteneciente a la
empresa Joan Castello Verdures Ecologiques (40°40°35.0”N, 0°34’38”E). Dicho
municipio de la comarca del Montsia, pertenece a la provincia de Tarragona (Figura
3.7). El suelo de este invernadero, de cultivo ecolégico, es supresivo para el nematodo

Meloidogyne spp.

a)

Figura 3.7. a) Localizacidn geografica del invernadero Joan Castella Verdures Ecologiques (Amposta), en
el nordeste de Espafia. b) Vista aérea de la empresa, donde la zona enmarcada en verde corresponde al
invernadero objeto de estudio. (Fuente: Google Earth, earth.google.com/web/).
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En esta zona los maximos de precipitacidon se presentan en primavera y otoiio, dicho
patrén puede observarse durante el afio 2016, pero no en el afio 2015 (Figura 3.8). La

pluviosidad total se situd por debajo de la media, tanto en 2015 y 2016 (tabla 3.2).

Amposta
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Figura 3.8. Condiciones meteoroldgicas registradas en la estacién de Amposta. T? media: Temperatura
media en °C. Radiacién en MJ/m?. Pre media: precipitaciéon media expresada en mm/m2. HR media:
Porcentaje de humedad relativa media del mes. Fuente: Meteocat.

3.1.5 Cabrera de Mar

En Cabrera de Mar, municipio perteneciente a la comarca del Maresme, en la provincia
de Barcelona, se tomaron muestras de suelo de una explotacién horticola al aire libre,
con un sistema de produccién integrada, que pertenece a la empresa Horticultura Noé

(41°31'5.65”N, 2°24'45.35”'E) (Fig. 3.9).

El clima del Maresme es mediterrdneo, tipo litoral central. La precipitacion media
anual oscila entre 550 y 800 mm, siendo otoio la estacion mas lluviosa y verano la mas
seca. Se caracteriza por inviernos moderados, con temperaturas que oscilan entre 8°C
y 10°C y veranos calurosos, entre 22°C y 23°C de media, resultando en una amplitud
térmica anual moderada. Como se ve en la figura 3.10, en 2015 no se observaron esos
picos de pluviosidad; en cambio, en 2016 las precipitaciones registradas siguieron el
patron que caracteriza este tipo de clima. La pluviosidad en 2015 estuvo muy por
debajo de la media anual (355,2 mm) (Tabla 3.2).
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2)

Figura 3.9. a) Localizacidn geografica de la empresa horticola de Cabrera de Mar, en el nordeste de la
peninsula Ibérica. b) Vista aérea de la explotacién horticola; en verde se ha destacado el campo de
cultivo objeto de estudio. (Fuente: Google Earth, earth.google.com/web/).

Cabrera de Mar
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Figura 3.10. Condiciones meteoroldgicas registradas en la estaciéon de Cabrera de Mar a lo largo de los
afios en que se enmarca estudio. T> media: Temperatura media en °C. Radiacién en MJ/m?. Pre media:
precipitacion media en mm/m?. HR media: Porcentaje de humedad relativa media del mes. Fuente:

Meteocat
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Tabla 3.2 Pardmetros meteoroldgicos registrados en las zonas de muestreo donde se realizé el estudio

comparativo sobre la microbiota de suelos supresivos y conductivos para el nematodo fitopatégeno

Meloidogyne spp correnspondient a los dos afios de realizacion del estudio. Fuente: Meteocat.

Afio Alcanar 2015 Amposta 2015 Cabrera de Mar 2015
Temperatura media 2015 17,2 °C 16,6 °C 16,6 °C
2016 17,2 °C 16,5 °C 16,6 °C
Amplitud térmica 2015 9,1°C 8,6°C 8,6°C
2016 8,9 °C 8,3°C 8,5°C
Temperatura maxima media 2015 21,8°C 21,2°C 21,1°C
2016 21,7°C 20,9°C 21,1°C
Temperatura maximamediadel ~ 2015 30,6°C(julio) 29,5 °C (julio) 29,4 °C (julio)
mes mas calido 2016 28,9 °C (julio) 28,0 °C (agosto) 28,2 °C (agosto)
Temperatura minima media 2015 12,7°C 12,6°C 12,6°C
2016 12,7 °C 12,7 °C 12,6 °C
Temperatura minima media del 2015 4,9 °C (enero) 5,1 °C (enero) 4,5 °C (febrero)
mes mas frio 2016 6,6 °C (febrero) 6,4 °C (febrero) 6,6 °C (febrero)
Precipitacién anual 2015 488,1 mm 445 mm 355,2 mm
2016 361,2 mm 376,5 mm 642,3 mm

3.2 Recogida, transporte y procesamiento de las muestras

3.2.1 Recogida de muestras de la filosfera

Las muestras de la filosfera de manzano fueron recogidas en la Finca experimental de
la Tallada de I'Emporda, y las de peral en la estaciéon experimental de Fornells de la
Selva, ambas de la Fundacié Mas Badia. Dado que el objetivo trazado era determinar
las variaciones que experimentaban las poblaciones microbianas epifitas que colonizan
la filosfera de dos especies de arboles frutales de la familia de las rosaceas a lo largo
del desarrollo fenoldgico del arbol, se distinguieron 6 estadios, brotacién, prefloracién,
floracién, postfloracion, cuajado y maduracién del fruto, y se tomaron las muestras
correspondientes a los mismos, a lo largo de un ciclo anual tal como se indica en la

Tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Descripcién de los diferentes estadios fenoldgicos de peral y manzano estudiados y fechas en

la que se recolectaron las muestras para cada uno de los mismos.

Estadio fenoldgico del ., ; Dia de recolecciéon de las muestras
) Descripcion del estadio
arbol Manzano Peral
Brotacién Desarrollo de la yema 23/03/2006 23/03/2006

Aparicion de los brotes

Prefloracién 06/04/2006 31/03/2006
florales

Floracion Plena floracion 12/04/2006 06/04/2006

Postfloracién Caida de los primeros pétalos 19/04/2006 12/04/2006

Cuajado del fruto ~ CU3dOY er;rgl:fsam'e”m del 08/05/2006 08/05/2006

Maduracion del fruto  V\20uracion completa del 21/09/2006 21/09/2006

fruto y follaje verde

La variedad de manzano objeto de estudio fue Malus domestica var Golden. La parcela
estudiada presentaba 5 filas de arboles, con 66 arboles en cada una de ellas, los cuales
no se tratan con productos fitosanitarios. En la Figura 3.11 se puede observar la
parcela y también el esquema que muestra la disposicién de los arboles e indica
aquellos que fueron muestreados. Se recogieron brotes, corimbos florales y hojas,
dependiendo del estadio fenoldgico del arbol, (Figura 3.12), se mezclaron y se
repartieron en dos bolsas estériles (réplicas). El nimero total de muestras tomadas fue
de 36 (2 réplicas de cada una de las 3 filas muestreadas para cada uno de los 6 estados
fenoldgicos analizados). Las muestras una vez recogidas, fueron trasladadas al

laboratorio a 4°C y se mantuvieron a esta temperatura hasta que fueron procesadas.

b)

Figura 3.11 a) Fotografia de la parcela de Malus domestica var Golden de la Finca experimental Mas
Badia. b) Esquema que muestra la disposicion de los arboles en la parcela, donde cada rectangulo
simboliza un arbol. Se tomaron muestras de los arboles centrales de la fila, los cuales estan sombreados
en color naranja.
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Figura 3.12. Composicion fotografica que muestra los diferentes estadios fenoldgicos de manzano
(Malus domestica var Golden) que fueron analizados. a) brotacidon, b) prefloracién, c) floraciéon, d)
postfloracién e) cuajado del fruto, f) maduracién del fruto.

Pyrus communis var Passe Crassane es la variedad de peral cultivada en la parcela
experimental de Fornells de la Selva. En este caso sélo hay 4 hileras de arboles, tal y
como se muestra en la figura 3.13. Cabe resaltar que se evitaron los arboles que
estaban cerca de la carretera. En esta parcela tampoco se realizaron tratamientos
fitosanitarios. Se recolectaron el mismo numero de muestras que en manzano, y el

procedimiento de muestreo fue el mismo (figura 3.14).

‘R

Carretera Girona (Norte)

Figura 3.13. Representacidon esquematica que muestra la disposicion de los arboles de la parcela
experimental de Fornells de la Selva, en Girona. Cada rectangulo representa una fila de arboles y en
naranja se ha destacado la zona central donde se recogieron las muestras.
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Figura 3.14. Composicion fotografica que muestra los diferentes estadios fenoldgicos de peral (Pyrus
communis) que fueron analizados. a) brotacion, b) prefloracidn, c) floracién, d) postfloracion e) cuajado

del fruto, f) fase de maduracion del fruto.
3.2.2 Recogida de las muestras de suelo

Las muestras para el estudio de la microbiota bacteriana y fungica asociada a suelos
supresivos para el nematodo Meloidogyne spp se tomaron utilizando unos cilindros de
acero inoxidable de 18 mm de didmetro, los cuales eran esterilizados previamente.
Dichas barrenas eran introducidas en el suelo hasta una profundidad de 125 mm, y se
extraian lentamente para recuperar la muestra del suelo. En todos los casos se
descartaron los 5 primeros centimetros. Se tomaron tres réplicas de cada una de las
muestras, para cada réplica se cogieron aleatoriamente y a lo largo de toda la parcela
experimental 10 submuestras de suelo y se homogeneizaron en bolsas estériles. Los

muestreos se realizaron al principio y al final del ciclo de cada cultivo en las distintas
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parcelas objeto de estudio (tabla 3.4). Si la parcela era cultivada a los pocos dias de la
recogida del cultivo anterior se utilizaba la muestra de final de un cultivo, como inicial
del siguiente. Las muestras se guardaron a -80°C en tubos Falcon de 50ml hasta su

procesamiento.

Tabla 3.4. Fecha en que se realizaron los muestreos para el estudio de la microbiota bacteriana y fungica
asociada a suelos supresivos para el nematodo Meloidogyne spp y cultivo existente en el momento de la

toma de muestras.

Muestreo
1 2 3
Fecha 15/07/2015 10/10/2015 19/11/2015

Localizacion

Alcanar (Kyoto)
Cultivo Tomates Nabo (inicial) Nabo (final)

.

Fecha 15/07/2015 19/11/2015 01/02/2016 26/07/2016

Alcanar (Hidalgo)
Cultivo  Berenjena Lechuga (final) Lechuga (final) Tomate (final)

Fecha 15/07/2015 10/10/2015 19/11/2015 08/07/2015

Amposta (Castella) ) ’ o ] oo
Cultivo  Calabacin  Acelga (inicial)  Acelga (final) Calabacin (final)

Fecha 28/04/2015  04/08/2015 09/12/2015 07/06/2016

Cabrera de Mar (Noé) ) . oo o ]
Cultivo  Calabacin  Calabacin (final) Habas (inicial) Habas (final)

3.2.3 Extraccion de la microbiota de la filosfera

Una vez en el laboratorio, se procedid a extraer y recuperar las poblaciones
microbianas epifitas que colonizaban la filosfera de los arboles frutales estudiados.
Dada la naturaleza perecedera de estas muestras, dicha extraccién se llevé a cabo, en
todos los casos, antes de las 24 horas posteriores a la recogida de las mismas. Con el
objetivo de recuperar la microbiota epifita, se anadieron 90 mL de tampdn fosfato
estéril (0.1M, pH 7) a las bolsas que contenian las muestras, y se colocaron en un
agitador orbital (OVAN, Orbital Maxi MD) a 200 rpm durante 30 minutos, seguidos de 7
minutos de sonicacién en un bano de ultrasonidos (J.P. Selecta S.A., sin calefaccion,
modelo: 3001208). Las suspensiones obtenidas se introdujeron en tubos Falcon de 50
ml que fueron centrifugadas a 14000 rpm durante 15 minutos, descartando el
sobrenadante; esta operacion se repitié varias veces con el fin de procesar el total del

liquido presente en la bolsa. Los pellets se resuspendieron en 1 mL de tampdn fosfato
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para realizar el ultimo lavado y se centrifugaron. Finalmente, el pellet se recuperd y se

guardd en el congelador a -20°C hasta su utilizacién.

3.3 Técnicas moleculares

3.3.1 Extraccion DNA

Para la extraccion de DNA de las muestras se utilizaron dos métodos diferentes en
funcién de las caracteristicas de las mismas. En el caso de las suspensiones celulares
obtenidas a partir de las muestras de la filosfera se utiliz6 una modificaciéon del
método fenol-cloroformo descrito por Zhou y colaboradores'*>. De esta manera, los
pellets obtenidos tras la recuperacion de la microbiota se resuspendieron en un
mililitro de tampdn de extraccién ((100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM sodium EDTA
[pH 8.0], 100 mM sodium phosphate [pH 8.0], 1.5 M NaCl, 1% CTAB), se afiadieron 10
uL de lisozima (50 pg/uL) y se incubaron 45 minutos a 37°C. Seguidamente se afiadi6 a
cada muestra 5 pL de proteinasa K (10 pg/uL) y 150 pL de dodecil-sulfato de sodio
(SDS) (10% wt/vol), y se incubd a 65°C durante 1 hora. Para la separacion de las
proteinas y la recuperacion de los acidos nucleicos se anadié fenol:cloroformo:alchol
isoamilico (25:24:1, vol/vol/vol). Finalmente, para concentrar el DNA se precipitd con
0,6 volumenes de isopropanol a -20°C durante toda la noche y seguidamente se
procedid a realizar un lavado con etanol 70% a 4°C. Se dejaron secar los pellets y se
resuspendieron con 40 plL de agua milliQ estéril. Las extracciones de acidos nucleicos

obtenidas se guardaron a -20°C hasta su utilizacion.

La extraccién de DNA de las muestras de suelos se llevé a cabo con el Kit comercial
PowerSoil DNA isolation kit (MoBio). Dicha extraccién se realizd6 siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, cada muestra se deposité en un tubo
batidor que contenia esferas y solucién de lisis, de esta manera se conseguia una
homogeneizacion rapida y completa a la vez que se lisaban las células mediante
métodos mecdanicos y quimicos. A continuacién, se aplicd el sobrenadante a una

microcolumna y el DNA gendmico total fue capturado en una membrana de silice.
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Posteriormente, el DNA fue lavado y eluido de la membrana. Finalmente, el material

obtenido (DNA) se guardd a -20°C hasta su posterior utilizacién.

Independientemente del método utilizado, la calidad y concentracién del DNA extraido
se comprobd mediante electroforesis horizontal (Wide Mini-sub cell GT de Bio-Rad
Laboratories), en geles de agarosa al 1% en tampdn TBE 1X, siendo las condiciones de
carrera de 1 hora a 75V. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio, y fueron
visualizados y fotografiados digitalmente mediante el documentador de geles

Universal Hood Il (Bio-Rad Laboratories).

3.3.2 Amplificacion mediante PCR

La amplificacidon de los fragmentos del gen del RNA ribosémico 16S y de la region de
los espaciadores internos transcritos (ITS) de los genes ribosomales nucleares del
genoma de hongos se llevd a cabo utilizando PCRs directas o anidadas,
respectivamente, con los pares de cebadores y las condiciones de PCR resumidas en las
tablas 2.5 y 2.6. Las parejas de cebadores y sus consiguientes programas de
amplificacién se escogieron dependiendo de los grupos taxondmicos a estudiar, las
caracteristicas de las muestras, la técnica de analisis utilizada; asi como en funcion de
los posibles problemas asociados a algunas parejas de cebadores como se detalla en el

apartado 1.3 de la introduccién.

Las mezclas de PCR (50 pL) para las amplificaciones contenian 5 pL de tampdn de PCR
10x (200 mM Tris-HCI pH: 8.4, 500 mM KCl), 1,5-2 uL de Cloruro de magnesio 50 mM,
0,4 pL de dNTPs premezclados (25 mM), de 0,2 a 1 pL de cada cebador (0,2-1uM),
0,5uL de Taq polimerasa (2,5U/uL) y 1 pl de DNA molde (10-50 ng). El volumen de la
reaccidon se completaba con agua estéril filtrada de calidad para biologia molecular. Las
reacciones anidadas se prepararon como se ha descrito anteriormente, excepto por el
par de cebadores utilizado. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en los
siguientes termocicladores: Bio-Rad C1000 Thermal Cycler y Bio-Rad S1000 Thermal

Cycler (Bio-rad Laboratories) y el T-Personal Thermal Cycler (Biometra)
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Tabla 3.5. Cebadores utilizados en las amplificaciones de los genes bacterianos y fungicos en el estudio de la microbiota presente en la filosfera de arboles frutales de pepita

y condiciones de PCR.

. .. et Desnaturalizacion Hibridacion Elongacion
Comunidad Técnica Cebadores Secuencia (5'->3') .
Ciclos °C  segundos °C segundos 2C segundos Ref
F 63-GC" GCCTAACACATGCAAGTC 146
DGGE 20+15 94 60 65/55t 60 72 180
R* 518 ATTACCGCGGCTGCTGG 146
F 799 AACMGGATTAGATACCCKG 141
Bacterias Genoteca 30 94 20 53 40 72 40
R* 1492 GGTTACCTTGTTACGACTT 141
F vig* GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 147
Illumina . 35 94 45 50 60 72 90
R* Vid GGACTACHVGGGTWTCTAAT 147
F-1* EF4 GGAAGGGRTGTATTTATTAG 148
35 94 30 55 30 72 30
DGGE R-1* ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 148
F-2* ITS1IF-GC" CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 149
35 94 30 55 30 72 30
R-2* ITS2 GCTGCTTTCTTCATCGATGC 149
F ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 148
Hongos  Genoteca 35 94 30 55 30 72 30
R* ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 149
F-1* EF4 GGAAGGGRTGTATTTATTAG 148
35 94 30 55 30 72 30
il R-1* ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 148
umina
F-2*  ITS1iF® CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 149
. 35 94 30 55 30 72 30
R-2* ITS2i GCTGCTTTCTTCATCGATGC 149
“Cebadores que tienen incorporada una  etiqueta adecuada para proceder a su andlisis mediante  secuenciacién  llumina

(TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG).

"GC- se refiere a cebadores que contienen una cola de GC especial para su anélisis mediante DGGE (CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCC).

*F Indica que es el primer forward y R indica que es el primer reverse referente a la orientacién del gen. En el caso de que la reaccion sea anidada, los cebadores
con un 1, fueron usados en la primera ronda y los que tienen el 2, en la segunda.
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Tabla 3.6. Cebadores utilizados en las amplificaciones de los genes bacterianos y fungicos en el estudio de la microbiota presente en la rizosfera de suelos agricolas.

Comunidad Técnica Cebadores Secuencia (5'->3') Desnaturalizacion Hibridacion Elongacidn
Ciclos °C  segundos °C segundos °C segundos Ref
F* 341-GC" GCCTAACACATGCAAGTC 150

DGGE 20+15 94 60 65/55t 60 72 180
R* 907M ATTACCGCGGCTGCTGG 150

Bacterias -

F* Vid GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 147

Nlumina X 35 94 45 50 60 72 90
R* Vid GGACTACHVGGGTWTCTAAT 147
F-1* EF4 GGAAGGGRTGTATTTATTAG 148

35 94 30 55 30 72 30
DGGE R-1* ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 148
F-2* ITS1F-GC" CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 149

35 94 30 55 30 72 30
’ R-2* ITS2 GCTGCTTTCTTCATCGATGC 149

ongos

& F-1* EF4 GGAAGGGRTGTATTTATTAG 148

35 94 30 55 30 72 30
i R-1* ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 148

umina

F-2+  ITSLiF"  CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 149

X 5 94 30 55 30 72 30
R-2* ITS2i GCTGCTTTCTTCATCGATGC 149

*Cebadores que tienen incorporada una etiqueta adecuada para proceder a su analisis mediante secuenciacion llumina (TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG).
"GC- se refiere a cebadores que contienen una cola de GC especial para su anélisis mediante DGGE (CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCC).

*F Indica que es el primer forward y R indica que es el primer reverse referente a la orientacion del gen. En el caso de que la reaccion sea anidada, los cebadores con un 1,
fueron usados en la primera ronda y los que tienen el 2, en la segunda.
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3.3.3 Cuantificacion, concentracion y purificacion del DNA amplificado

La cuantificacidn de los productos de PCR es necesaria para el andlisis posterior de los
mismos. Se utilizaron dos metodologias de cuantificacién diferentes dependiendo de la
precision requerida en la cuantificacidon. En primer lugar, para las muestras que se
analizaron a través de la elaboracién de genotecas y DGGE se utilizd un método
electroforético; mientras que, en el caso de las examinadas mediante secuenciacién
masiva, a través de la plataforma Illumina MiSeq, se utilizé un método fluorométrico

de alta precisién.

La cuantificacion electroforética se llevé a cabo mediante la visualizacidon de los
fragmentos amplificados en geles de agarosa al 1,5%. A los productos de PCR se les
afadié tampoén de carga (Bromophenol-Blue, Xylene-Cyanol diluido en glicerol) y
posteriormente se cargaron en los pocillos del gel. Flanqueando las muestras se
aplicaron marcadores de peso molecular (Low Mass Ladder), de concentraciones
conocidas. Las condiciones de carrera fueron de 30 minutos a 90V, el gel fue tefiido
con bromuro de etidio, observado y fotografiado mediante el Universal Hood Il (Bio-
Rad Laboratories). Finalmente, se procedido a determinar la concentracion de DNA

mediante la utilizacién del programa Quantity-one®© (Bio-Rad Laboratories).

La cuantificaciéon fluorométrica se basa en la utilizacién de fluoréforos que se
intercalan especificamente entre las moléculas de interés, minimizando asi los efectos
de los contaminantes. Por lo tanto, este método permite una cuantificacion de DNA,
RNA o proteinas con una alta precisidén y sensibilidad. Las muestras se cuantificaron
usando el fluorémetro Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher Scientific) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

En algunas ocasiones, en funcién de la calidad de los amplicones obtenidos y del tipo
de analisis a realizar, fue necesario purificar y/o concentrar los productos de PCR
utilizando kits comerciales, siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit DNA Clean
& Concentrator™ (Zymo Research) se utilizé para purificar y concentrar los amplicones
obtenidos y el kit QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) se utilizd para recuperar las
bandas del gel de agarosa.
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También se utilizaron dos procedimientos para unir y concentrar los productos de PCR.
En primer lugar, se emplearon los filtros para centrifuga Amicon® Ultra — 0,5 mL
(Millipore) siguiendo las indicaciones del fabricante. No obstante, en algunas ocasiones
la concentracidn se llevé a cabo mediante precipitacion con etanol y acetato sédico. En
este caso, se transferian a un Unico tubo todos los productos de PCR, se afiadian 1/10
volimenes de acetato sédico 3M y 2,5 volumenes de etanol al 100%, se mezclaba y se
incubaba 3 horas a -20°C. Posteriormente se centrifugaba 60 min. a 14.000 rpm (4°C),
se descartaba el sobrenadante y se le afiadia 1 ml de etanol al 70%. A continuacidn, se
centrifugaba de nuevo en frio (4°C) durante 5 min. a 12.000 rpm, se eliminaba el
sobrenadante y se secaba a 50°C en un bloque térmico. Finalmente, se resuspendia en

35 ul de agua estéril de calidad de biologia molecular.

3.3.4 Analisis mediante DGGE

La electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) es una técnica de
fingerprinting que nos permite separar fragmentos de DNA con la misma longitud
(hasta 700pb), pero distinta secuencia®!. Esta técnica se basa en la desaceleracion de
la movilidad de los amplicones en el gel de poliacrilamida a medida que aumenta el
gradiente de desnaturalizacidon quimica (elaborado en forma de una mezcla de urea y
formamida) debido a la fusion parcial de la doble cadena de DNA. A los fragmentos
amplificados mediante PCR se les afiade una cola de GC en el extremo 5’ que actla
aumentando en gran medida el punto de fusién y por lo tanto haciendo que esta doble
cadena no se disocie en DNA de cadena Unica. Con esta técnica podemos detectar los
componentes mayoritarios de la comunidad®>2. Todas las DGGEs de este trabajo han

sido realizadas con el Dcode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad).

El gradiente desnaturalizante utilizado depende de las caracteristicas del DNA
amplificado. En nuestro caso se utilizaron gradientes diferentes para muestras de suelo
y filosfera teniendo en cuenta los cebadores y la comunidad objeto de estudio. Todas
las DGGEs se han realizado usando TAE1X como buffer y a 60°C. El tiempo y el voltaje
varian dependiendo del origen de la muestra y de la pareja de cebadores utilizada. En

la tabla 3.7 de detallan las condiciones de carrera y el gradiente desnaturalizante
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quimico de las DGGEs utilizadas en este trabajo, segun los pardmetros comentados
anteriormente.
Tabla 3.7 Condiciones de carrera (temperatura, tiempo y voltaje) y gradiente desnaturalizante quimico

utilizados para la realizacién de los geles en gradiente desnaturalizante (DGGE) dependiendo del del

origen de las muestras y la pareja de cebadores utilizados.

Origen de las muestras Cebadores Diana Tiempo (h) Voltaje (V) Gradiente (%)
63f-GC/518r Bacterias 8 100 20-60
Filosfera EF4/ITS4-ITS1F-
GC/ITS2 Hongos 4 75 15-40
341f-GC/907r Bacterias 16 75 20-70
Suelo EF4/ITS4-ITS1F-
GC/ITS2 Hongos 16 75 15-50

Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida preparado al menos dos horas
antes de empezar la carrera. Para preparar el gel se dispuso de tres tubos Falcon, uno
con acrilamida que no presenta agentes desnaturalizantes quimicos (0%), y los otros
dos con acrilamida que presentaban una mezcla de urea y formamida al porcentaje de
desnaturalizacién de los extremos del gradiente. A los tres tubos se les afiadié TEMED
y APS como iniciador y catalizador, respectivamente, necesarios para la polimerizacion
de la acrilamida. Finalmente, se agregd el colorante, sélo al tubo con mayor porcentaje
de desnaturalizacién, como control visual de la formacién del gradiente.
Posteriormente, se procedié a preparar el gel de acrilamida de 1 mm de espesor
mediante un formador de gradiente modelo 385 (Bio-rad Laboratories) acoplado a una
bomba peristdltica Econo Pump Model EP-1 (Bio-rad Laboratories) que permitia
reproducir de manera fiable el gradiente desnaturalizante quimico deseado, y para
finalizar se depositaba en la parte superior del gel (zona de apilamiento), el contenido
del tubo de acrilamida sin desnaturalizante quimico, se insertaba el peine y se dejaba

polimerizar dos horas.

La cantidad de DNA cargada en los geles fue de 900 ng por muestra, excepto en las
DGGE donde se analizaba el gen del RNA 16S bacteriano de muestras de suelo, donde
se cargaron 1500 ng dada la complejidad del patrén de bandas obtenido. Cabe resaltar

gue, para lograr dicha cantidad de DNA, de calidad, en ocasiones fue necesario aplicar

58



las estrategias de concentracidon y purificacion descritas en el apartado 3.3.3. A
continuacion, se conectd el Dcode Universal Mutation Detection System (Bio-rad
Laboratories) al Universal Hood Il (Bio-rad Laboratories), el tiempo y al voltaje
necesarios para cada una de las muestras descrito en la tabla 3.7. Al acabar la carrera,
se procedid a la tincién del gel con bromuro de etidio diluido en agua MilliQ (1:10)
durante 30 minutos, seguidamente se pasé a otro recipiente con agua MilliQ durante
30 minutos para limpiar el bromuro de etidio sobrante y finalmente se visualizd y
fotografid el gel mediante el Universal Hood Il (Bio-Rad Laboratories), para su posterior

analisis.

Con el objetivo de realizar un analisis taxondmico de las muestras, se recueperaron del
gel de acrilamida las bandas mads representativas. Se cortaron mediante una hoja de
bisturi, se les elimind el bromuro de etidio, y se resuspendieron en buffer de PCR para
su posterior amplificaciéon con los cebadores utilizados previamente. Una vez
amplificadas las bandas, la secuenciacién fue realizada mediante el método Sanger en

un servicio externo (Macrogen, Corea del sur).

3.3.5 Analisis mediante genotecas

Las genotecas o bibliotecas genéticas permiten el analisis de fragmentos de DNA de
mayor tamano que la DGGE (hasta 3000 pares de bases sin tener que purificar el DNA),
proporcionando una mayor resolucion en la identificacion filogenética de los
microorganismos que componen las comunidades analizadas, a la vez que nos permite
obtener un nimero mas elevado de secuencias. Las parejas de cebadores utilizadas
para la amplificacién de las muestras procesadas mediante este método analitico
fueron 799f-1492r y ITS1F-ITS4r (Tabla 3.5), para bacterias y hongos respectivamente.
Una vez amplificadas las muestras, se comprobé la pureza de los productos de PCR en
un gel de agarosa, y en el caso de la pareja de cebadores 799r-1490r se extrajo del gel
la banda inferior como se detalla en el apartado 3.3.3 (Figura 3.15), ya que la banda

141 Después de haber generado y

superior se corresponde con el cloroplasto
optimizado los amplicones, se utilizé el kit TOPO® TA Cloning® (Thermo-Fisher

Scientific) como vector con el que se transformaron las células de Escherichia coli
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quimicamente competentes del kit One Shot® TOP10 (Thermo-Fisher Scientific)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células de E. coli transformadas se
sembraron en placas de LB con kanamicina y x-gal y se incubaron a 37°C durante toda
la noche. El dia siguiente se aislaron unas 200 colonias transformadas y con el
amplicon introducido en el vector para cada muestra y se incubaron a 37°C, durante 24
horas en placas de 96 pocillos con medio LB liquido suplementado con kanamicina.
Después se volvieron a amplificar con las mismas condiciones de las PCRs previas.
Finalmente, la secuenciacién de los amplicones se realizd en un servicio externo,

Macrogen (Corea del sur) mediante secuenciacidn Sanger.

Cloroplasto)

DNA bacteriano

Marcador Producto de PCR

Figura 3.15. Producto de PCR amplificado con la pareja de cebadores 799r-1492r en el que se distingue
la banda de DNA bacteriano de la de cloroplasto. La banda de DNA bacteriano serd escindida y utilizada

para la elaboracién de la genoteca.
3.3.6 Secuenciacion masiva mediante Illumina MiSeq

El sistema Illumina MiSeq utiliza un procedimiento de secuenciacidn por sintesis,
similar al utilizado en la secuenciacién Sanger, en el que los cuatro nucledtidos se
agregan simultaneamente, junto con la DNA polimerasa, para su incorporacién a los
fragmentos de DNA objeto de estudio. Los nucledtidos contienen un marcador
fluorescente diferente para cada base, ademas, el grupo 3'-OH esta quimicamente
blogueado, de modo que cada incorporacion para el proceso. Una vez incorporados los
nucledtidos se toman las imagenes para ver qué base se ha incorporado. Después el
grupo de bloqueo 3' se elimina quimicamente para preparar cada cadena para la
proxima incorporacién mediante DNA polimerasa'®3. La diferencia reside en que en

lugar de secuenciar un fragmento de DNA se secuencian millones en paralelo. Para
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hacer esto primero se generd una biblioteca de los fragmentos gracias a una PCR
puente afiadiendo los adaptadores. Estos productos de PCR se cargan en una celda
donde se capturan gracias a esos adaptadores y en este momento se produce la

amplificacién y lectura de las secuencias.

La primera amplificacion del proceso de Illumina, en la que se afiaden los adaptadores,
se realizd en el laboratorio, con unos cebadores disefiados afiadiendo el adaptador
proporcionado por la empresa que después se encargaria de la secuenciacion masiva

mediante la plataforma lllumina MiSeq, Servicios Gendmicos (Paterna, Espafia).

3.4 Tratamiento bioinformatico de los datos

3.4.1 Analisis de los perfiles de DNA obtenidos mediante DGGE

Los analisis de perfiles de DNA se llevaron a cabo utilizando el software InfoQuest™ FP
(BioRad Laboratories). Las imagenes utilizadas son las obtenidas mediante el programa
Quanty One® (BioRad Laboratories) y exportadas en formato TIFF. Los carriles,
correspondientes a cada una de las muestras en los geles, fueron identificados
manualmente y posteriormente ayudados por el analisis espectral se eliminé el ruido
de fondo. Una vez identificados los carriles se sefialaron los marcadores con el fin de
normalizar los diferentes geles de un mismo experimento. Las bandas fueron
identificadas manualmente. Una vez tratada la imagen, los carriles se exportaron a la
base de datos donde se pueden agrupar y comparar. A partir de esta base de datos se
puede exportar la matriz binaria o cuantitativa de los carriles, que sera utilizada para
calcular los indices de diversidad y analizar (semi cuantitativamente) la abundancia de

cada taxon identificado.

Los andlisis de agrupacién también se realizaron mediante el programa InfoQuest™ FP
(BioRad Laboratories), usando el coeficiente de Dice y los dendrogramas se obtuvieron
mediante el método UPGMA. Estos fueron exportados en formato Newick, para mas

adelante editarlos con el software FigTree!*,
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Los indices de diversidad (Riqueza, Shannon y Equidad) se obtuvieron a partir de la
hoja de cdlculo Excel generada de la matriz exportada de InfoQuest™ FP (BioRad

Laboratories).

Se utilizd el paquete Vegan®> en el entorno R'® para realizar el anélisis de
escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) a partir de la presencia o ausencia
de bandas y la intensidad de las mismas, para cada posicidn en el gel en las matrices

cuantitativas exportadas a partir del programa InfoQuest™ FP (BioRad).

3.4.2 Andalisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas mediante el método de Sanger, tanto las correspondientes a
las genotecas como las pertenecientes a las bandas de DGGE fueron revisadas
manualmente, para eliminar secuencias contaminadas y editar bases degeneradas o
dudosas; para ello se utilizd el programa FlinchTVO (Geospiza). Las secuencias
provenientes de los perfiles de DGGE se identificaron mediante la herramienta BLAST®

del NCB|!57:1%8,

3.4.3 Procesamiento de las secuencias obtenidas a partir de las Genotecas

Una vez editadas las secuencias y dispuestas todas en formato Fasta, fueron
procesadas mediante el paquete de software mothur'®>® usando dos procedimientos

operacionales estandar que incluyen los siguientes comandos:

Procedimiento operacional de las secuencias en conjunto:

- summary.seqs
- align.seqgs

- chimera.uchime
- remove.seqs

- dist.seqgs

- cluster

- bin.seqgs

- get.oturep
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- classify.seqs
- rarefaction.single

- summary.single

Con esta serie de comandos hemos tratado todas las muestras en su conjunto, viendo
la calidad de las secuencias, alinedandolas, eliminando las posibles quimeras,
separandolas en OTUs con un 3% de diferencia, eligiendo las secuencias
representativas, clasificdndolas taxondmicamente y obteniendo las curvas de

rarefaccién y los indices de diversidad.

Para utilizar el comando align.seqs, que alinea las secuencias, se necesita una base de
datos de referencia alineada. En el caso de las secuencias de bacterias se utilizé la base
de datos SILVA, pero para las secuencias de hongos, no se dispone de esta base de
datos, por lo tanto, se utilizé el software Mafft'®0 para alinearlas externamente y luego

se siguio con los comandos para mothur.

Para clasificar taxondmicamente las secuencias se utilizaron dos archivos, una plantilla
y un archivo de referencias taxonémicas, las bases de referencia utilizadas para la

identificacion de secuencias fueron, SILVA®! para bacterias y UNITE'®? para hongos.

El comando rarefaction.single, permite representar las curvas de rarefaccion, que nos
indican cuantas secuencias acumuladas son necesarias para la obtencién de un nuevo

OTU.

Procedimiento operacional de las secuencias por grupos:

- make.group

- make.shared

- summary.shared
- get.sharedseqgs
- get.oturep

- venn

- tree.shared
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Con estos comandos se trataron las muestras por grupos, viendo que secuencias

aparecian en uno o mas grupos, para poder compararlos entre ellos y dendrogramas.

3.4.4 Procesamiento de las secuencias obtenidas mediante lllumina MiSeq

En este caso, las secuencias no se procesaron manualmente, si no que la limpieza y
eliminacién de secuencias contaminadas o cortas se integré en el proceso general del
paquete de software mothur®>®:

Procedimiento operacional estdndar para la comprobacion y limpieza de las

secuencias:

make.file

- make.contigs
- screen.segs (maxambig=0, maxlenght=)
- unique.seqs
- count.segs
- align.seqgs
- screen.segs (start=, end=, maxhomop=8)
- filter.seqs
Con estos comandos se eliminaron secuencias que no tenian la longitud prevista o que

no tenian la calidad deseada. También se agruparon las secuencias que eran iguales,

para trabajarlas como una Unica secuencia y procesar un volumen menor de datos.

Procedimiento operacional estdndar para la unidn en grupos vy clasificacidn
filogenética:

- unique.seqs

- pre.cluster

- chimera.vsearch
- remove.seqs

- classify.seqs

- remove.lineage
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- summary.tax
- dist.seqgs

- cluster

- make.shared
- classify.otu

- phylotype

En este apartado se agruparon las secuencias en OTUs con al menos 97% de similitud,
se eliminaron las posibles quimeras, se clasificaron taxondmicamente las secuencias y
se eliminaron las que no pertenecian al taxén objeto de estudio. Se hizo también una

clasificacién filotipica para algunos posteriores analisis.

Procedimiento operacional estandar de Andlisis:

count.groups

- sub.sample

- rarefaction.single

- summary.single

- dist.shared

- pcoa

- nmds

- Amova (Analysis of molecular variance)
- Homova (Homogeneity of molecular variance)
- corr.axes

- get.communitytype

- metastats

- lefse

- venn
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- tree.shared

Estos son los analisis de bdsicos de a y B diversidad que se realizaron con el paquete de
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software mothur™~ para todos los experimentos.

3.4.5 Estudios de B-diversidad

Para el andlisis de las diferencias a nivel de composicién taxondmica entre las
diferentes muestras estudiadas en cada uno de los experimento realizados, mediante
B-diversidad nos hemos servido de diferentes herramientas, ademas de las descritas
en el apartado anterior mediante el paquete de software mothur®>?:

LEfse (Linear discriminant analysis Effect Size)®3: Este test no paramétrico incorporado
en Mothur permite identificar de forma robusta si hay diferencias significativas a nivel
de composicion taxonémica entre diferentes grupos, como por ejemplo, entre dos
tipos de suelos, o entre diferentes estadios fenoldgicos. Es decir, determina los rasgos
(organismos, clados, OTUs...) que tienen mads probabilidades de explicar las diferencias
entre clases mediante el acoplamiento de pruebas estandar de significacion estadistica
con pruebas adicionales que codifican la consistencia biolégica y la relevancia del
efecto.

FAPROTAX: Functional Annotation of Prokaryotic Taxa'®* es una base de datos que
busca establecer funciones relevantes metabdlica o ecolégicamente en los clados de
procariotas, usando bibliografia de cepas cultivables (Tabla $3.2). FAPROTAX incluye
software para convertir los perfiles taxondmicos de la comunidad microbiana en
perfiles funcionales basados en los taxones identificados.

Microbiome: También se ha utilizado la herramienta microbiome!® de R, que utiliza la
taxonomia y los filotipos obtenidos con mothur, para obtener el posible core y los
microorganismos que pertenecen a este. Se considera como parte del core el grupo de
microorganismos que se encuentran habitualmente dentro del microbioma de un
huésped, utilizando la persistencia de la asociacion como criterio para seleccionar los
microorganismos que potencialmente proporcionan una funcidn critica dentro del
hébitat en el que se encuentran'®®. Para cumplir las dos caracteristicas, persistencia y
funcién critica, en los andlisis posteriores se ha utilizado una prevalencia minima del
90% y un minimo de deteccién del 0.5%.
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3.4.6 Herramientas utilizadas para la confeccion de graficas

Las figuras han sido elaboradas mediante el pack ggplot2'®’ para R®, el software
SigmaPlot 11.0 y el programa Microsoft Excel dependiendo del formato en el que los
datos fueron obtenidos. Para la composicidon de imdagenes y figuras se utilizaron los

programas Adobe Photoshop CS6 y Adobe llustrator CS6.
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Capitulo 4. El microbioma de la filosfera de peral y
manzano: variaciones a lo largo del desarrollo fenolégico

del arbol
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La microbiota asociada a la filosfera de las plantas es fundamental para la homeostasis
de su huésped’>’®, pero también puede ser responsable de enfermedades?” 18, E|
estudio de los microorganismos que constituyen la filosfera puede ayudar a
prevenirlas, asi como a potenciar poblaciones microbianas que ayuden al crecimiento
de la planta, como por ejemplo aportando nutrientes, sintetizando fitohormonas o
también biorremediando productos toxicos. El estudio de las variaciones que
experimenta el microbioma de la filosfera a lo largo del desarrollo fenoldgico de la
planta nos puede proporcionar una perspectiva mas precisa de en qué momento los
microorganismos beneficiosos o causantes de enfermedades son mdas abundantes v,
por lo tanto, poder intervenir de forma eficaz y controlada contribuyendo a la

sostenibilidad y a la mejora de la produccidn agricola.

En este capitulo se ha realizado un estudio de las poblaciones microbianas que
integran la filosfera de dos especies de rosaceas como son Malus domestica var Golden
delicius y Pyrus communis var Passe crassane y los cambios que estas experimentan en
las diferentes fases del ciclo fenoldgico del arbol. Se han distinguido seis estadios:
brotacion, prefloracién, floracidn, postfloracién, cuajado del fruto y maduracién del
fruto. Ademas, se ha investigado si hay diferencias a nivel de composicidn microbiana
entre las dos especies de Rosaceae, asi como si se establece un core especifico que
permanezca a lo largo de todo el desarrollo fenoldgico del arbol. Para la realizacién de
este estudio se han comparado tres aproximaciones metodolégicas moleculares
diferentes: DGGE, genotecas y secuenciacion masiva mediante la plataforma Miseq de

llumina.

4.1 Resultados

4.1.1 Estudio de la diversidad microbiana a lo largo del desarrollo

fenoldgico del arbol mediante DGGE

La primera aproximacién a este estudio se realizd mediante electroforesis en gel con

gradiente desnaturalizante (DGGE). Dicha técnica de fingerprinting se utilizd porque
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permite analizar un gran nimero de muestras con sus correspondientes réplicas de
una manera barata y rdpida, y determinar si hay diferencias en la estructura de las
comunidades microbianas a través del andlisis de los patrones de bandas obtenidos
para cada muestra. Ademas, también permite conocer la afiliacién taxonémica de las
poblaciones mas abundantes. En este caso, se analizaron seis réplicas de cada uno de
los seis estadios fenoldgicos estudiados de peral y manzano. El andlisis de las
poblaciones bacterianas mediante DGGE fue realizado por Jordi Escolano, investigador
del grupo de microbiologia ambiental de la UAB, y sus resultados se tendrdn en cuenta
de cara a la discusion de los resultados obtenidos en esta investigaciéon mediante la
confeccion de genotecas y secuenciacién masiva. Por lo tanto, los datos consignados
en este apartado seran uUnicamente los derivados del estudio de las poblaciones

fungicas.

En la figura 4.1 se muestran los perfiles de DGGE correspondientes a las poblaciones
fungicas, asi como las bandas recuperadas de los mismos para su posterior
secuenciacion y analisis taxonédmico. A partir de los patrones de bandas obtenidos se
calcularon los diferentes indices de diversidad para cada uno de los estadios
fenoldgicos estudiados (Tabla 4.1). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para
cada muestra, el indice de Shannon para estas muestras va desde 0,293 hasta 2,207. La
riqueza de especies, valorada a partir del nimero total de bandas que presenta cada
muestra fluctua entre 4 hasta 20. Por ultimo, el rango del indice de equidad oscila
hasta 0,211 hasta 0,845. Se han realizado t de student para determinar si hay
diferencias significativas entre los indices de diversidad de las dos especies de arboles
estudiadas y estos han mostrado diferencias significativas para los tres indices de
diversidad analizados, siendo superiores los valores en las muestras provenientes de
manzano. Cuando se analizan las diferencias entre los indices de diversidad
correspondientes a los diferentes estadios fenoldgicos, dentro de una misma especie
de arbol frutal, se puede observar que en algunos casos las diferencias son
significativas tal y como se muestra en la tabla 4.2. Podemos observar diferencias
significativas entre los diferentes estadios en ambas especies, pero el patrén de

cambios de diversidad de la comunidad fungica es diferente dependiendo de la especie
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estudiada. Ademads, el manzano presenta mas diferencias entre sus estadios
fenoldgicos. El andlisis de escalamiento multidimensional no paramétrico (NMDS)
(figura S4.1) realizado con el médulo Vegan de R a partir del analisis de los patrones de
bandas obtenidos mediante Infoquest muestra que algunos de los estadios se solapan,
esto estaria apoyado por la falta de diferencias significativas entre ellos. No obstante,
podemos advertir cdmo algunos de los estados son claramente distintos al resto, como
por ejemplo las fases de brotacidn y de maduraciéon del fruto en manzano y la

postfloracién en peral.

La afiliacion filogenética de las bandas recuperadas de los geles de DGGE, muestra que
estas pertenecen a dos filos fungicos, Ascomycota y Basidiomycota, distribuyéndose en
4 y 3 clases respectivamente (Tablas S4.1 y S4.2). La clase Eurotiomycetes del filo
Ascomycota y la clase Agaricomycetes del filo Basidiomycota estan presentes solo en la
filosfera del peral, mientras que la clase Microbotryomycetes es exclusiva de manzano.
Este analisis muestra que hay géneros caracteristicos de cada una de las filosferas. En
manzano, serian Cladosporium cucumerinum, Pseudocercospora humuli y Podosphaera
leucotricha del filo Ascomycota, y Rhodotorula spp, Cryptococcus tephrensis,
Fellomyces spp, Filobasidium floriforme vy Kockovaella barringtoniae del filo
Basidiomycota. En peral, son Herpotrichia parasitica, Lophiostoma spp,
Paraconiothyrium brasiliense, Phialophora spp y Dasyscyphella longistipitata del filo

Ascomycota.

La abundancia relativa de cada uno de los taxones, representados en las diferentes
bandas posicionadas a lo largo del perfil, se ha calculado a partir de la intensidad
relativa de las mismas respecto a la intensidad total. Este andlisis nos ha permitido
identificar un 95,26% de la intensidad total en las DGGEs de manzano y un 93,11% en
las de peral si sumamos la intensidad de todas las bandas discretas que se han podido
recuperar, secuenciar y determinar su afiliacion filogenética. La tabla S4.3 muestra los
porcentajes de cada taxdn identificado, siendo el filo Ascomycota el mas abundante en
ambas filosferas (61-67%) comparado con el Basidiomycota (37-28%). Estos datos de
intensidad relativa muestran que la clase Leotiomycetes es significativamente (p<0,05)

mas abundante en la filosfera de peral, mientras que en el caso del manzano podemos
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establecer que la especie Cryptococcus macerans perteneciente a la clase
Tremellonycetes es la que estd presente en una proporcion significativamente
superior. Los datos obtenidos respecto a la cuantificacion relativa permiten, ademas,
observar cdmo varian algunos de los taxones a lo largo del desarrollo fenoldgico del
arbol, por ejemplo, en las muestras de manzano Filobasidium floriforme, pasa de un

0% en brotacién a un 20% en maduracidn del fruto (Tabla S4.3).
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Figura 4.1 Patrones de bandas de DGGE de las poblaciones flngicas asociadas a la filosfera de manzano
(a) y peral (b), correspondientes a las 6 réplicas de cada estadio fenoldgico analizado, obtenidos a partir
de la amplificacion de la region ITS del genoma flungico. Los nimeros se corresponden a las bandas

recuperadas.
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Tabla 4.1 indices de diversidad obtenidos a partir de los perfiles de DGGE de los fragmentos de la regién
ITS del genoma fungico amplificados a partir del DNA de las muestras pertenecientes a los diferentes

estadios fenoldgicos de peral y manzano.

Arbol Estado Shannon* Riqueza* Equidad*
Brotacion 1,611 0,182 8,333 +1,862 0,767 0,028
Prefloracion 1,570 0,401 9,500 +2,258 0,696 0,109
Floracién 1,946 +0,231 14,667 3,983 0,735 0,017

Manzano Postfloracion 1,988 10,187 15,833 1,722 0,720 0,048
Cuajado del fruto 1,839 0,045 15,667 +1,862 0,671 0,022
Maduracion del

fruto 1,974 +0,161 14,500 +1,761 0,739 0,040

Brotacidn 1,526 0,259 11,167 #1,169 0,633 0,101

Prefloracion 1,315 0,644 10,167 +5,269 0,570 0,184

Floracién 1,545 10,305 9,833 +2,562 0,686 0,082

Peral Postfloracion 1,402 10,292 7,833 +2,317 0,691 10,034

Cuajado del fruto 1,534 0,255 8,167 +1,941 0,738 0,085
Maduracién del
fruto 1,808 +0,071 12,500 +1,517 0,718 0,024
* Media tdesviacion estandard realizada a partir de las 6 réplicas de cada estado.
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Capitulo 4. El microbioma de la filosfera de peral y manzano: variaciones a lo largo del desarrollo fenoldgico del arbol

Tabla 4.2 Resumen de los resultados de contraste de medias, mediante la prueba t de Student, correspondientes a los indices de diversidad de la filosfera de manzano
(Malus domestica) (a) y peral (Pyrus communis) (b) obtenidos para cada uno de los estadios fenoldgicos estudiados. El fondo verde indica que las diferencias son

significativas p<0,05 S: indice de Shannon, R: Riqueza, E: Equidad o uniformidad de las especies.

a) Brotacion Prefloracién Floracién Postfloracion Cuajado del fruto  Maduracion del fruto
S R E S R E S R E S R E S R E S R E
Brotacion
Prefloracion
Floracion

Postfloracion
Cuajado del fruto
Maduracién del fruto

b) Brotacion Prefloracién Floracién Postfloracion Cuajado del fruto  Maduracion del fruto
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- - - Brotacion

Prefloracion
Floracion

Postfloracion

Cuajado del fruto
Maduracion del fruto
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4.1.2 Estudio de la diversidad microbiana a lo largo del desarrollo

fenoldgico del arbol mediante la confeccion de genotecas

El andlisis mediante DGGE ha puesto de manifiesto que hay diferencias significativas
entre la microbiota asociada a la filosfera de las dos especies de arbol estudiadas,
ademas de diferencias también entre algunos estadios fenoldgicos. Para profundizar
en la diversidad taxondmica se ha realizado el analisis de las mismas muestras
mediante la elaboracion genotecas, una técnica que nos permitird conocer la
taxonomia de los miembros menos abundantes de las comunidades bacterianas y
fungicas. Para hacer estas genotecas se unieron los productos de PCR de las 6 réplicas
y se obtuvo una genoteca para cada estadio fenoldgico. Se realizaron dos bibliotecas
de clones para cada estado fenoldgico, una con productos de PCR amplificados con

cebadores para bacterias y otra con cebadores especificos de hongos.

Bacterioma

El estudio del bacterioma se ha realizado a partir del analisis de 1759 clones, obtenidos
después de descartar quimeras y posibles contaminaciones. La proporcién de los
mismos que corresponde a cada uno de los estados fenoldgicos estudiados se muestra
en la tabla 4.3. La cobertura de la biblioteca global de clones ha sido de un 89,7%; no
obstante, cuando dicho cdlculo se realiza para el conjunto de clones de cada estadio
fenoldgico por separado, el estadio de floracion de peral es el que presenta la
cobertura mas baja (63,6%) y la mas alta (98,6%) corresponde al cuajado del fruto de
manzano. Como se puede observar en la tabla 4.3, los indices diversidad son mayores
en el caso de las muestras de peral en comparacidén con los obtenidos para las
muestras de manzano; no obstante, estas diferencias no son estadisticamente
significativas (datos no mostrados). Ahora bien, cuando se comparan los indices de
Shannon y de riqueza de especies obtenidos a partir de los perfiles de DGGE y de las
genotecas (datos no mostrados), los correspondientes a estas Ultimas muestran una a-

diversidad significativamente superior (p<0,05).
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En la figura S4.2 estan representadas las curvas de rarefacciéon, el niumero de
secuencias analizadas en funcidén del niumero de OTUs observados en cada muestra,
como se puede apreciar estas se encuentran en su mayoria cerca de la asintota,
corroborando el alto porcentaje de cobertura de las genotecas confeccionadas. El
criterio para establecer los OTUs ha sido el de que la disimilitud entre las secuencias

sea inferior al 3%.

Con el objetivo de determinar la similitud entre las muestras analizadas se han
elaborado dendrogramas a partir de las secuencias de las genotecas (Figura S4.3). En
ambos casos, filosfera de peral y manzano, se establecen dos grupos diferenciados
gue, aungue no son iguales para ambas especies vegetales, agrupan en primer lugar el
estadio inicial (brotacidén) con el estadio final (maduracién del fruto) y un segundo
bloque correspondiente a los estadios intermedios. Se ha de resaltar que estos se
agrupan de distinta manera dependiendo del darbol frutal. Con el propdsito de
determinar que parametro tiene mas trascendencia, la especie vegetal o el estado
fenoldgico del arbol se ha elaborado un dendrograma con las 12 muestras analizadas
en conjunto (Figura 4.2). El resultado obtenido muestra que las fases iniciales y finales
del ciclo fenolégico (brotacion, prefloracion y maduracion del fruto) quedan
agrupadas, en tanto que las fases intermedias del ciclo (floracion, postfloraciéon y

cuajado del fruto) constituyen otro cluster.

De los 311 OTUs obtenidos a partir del total de secuencias validadas, 100 son Unicos de
la filosfera de manzano, 156 de peral y Unicamente 55 aparecen en ambas filosferas

los cuales pertenecientes a 5 filos (Tabla S4.4).
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Tabla 4.3 Numero de clones bacterianos obtenidos a partir de la elaboracion de genotecas para cada

una de las muestras de la filosfera de manzano y peral y su a-diversidad.

Arbol Estado Clones OTUs Cobertura (%) Shannon Chao
Brotacién 119 40 81,5 3,210,2 69119
Prefloracion 154 55 82,5 3,410,2 80+15
Floracion 152 41 84,6 2,50,3 65128
Postfloracion 147 45 81,1 2,7+0,3 80+39
Manzano .
Cuajado del fruto 139 7 98,6 1,1+0,2 7+3
Maduraciondel oo g 88,2 2,302 30£24
fruto
Total 801 152 90,5 3,710,2  247+43
Brotacion 168 42 91,7 3,240,2 61+13
Prefloracion 182 85 70,3 4,0£0,2 174%46
Floracion 165 88 63,6 4,2+0,2 249185
peral Postfloracion 153 66 69,9 3,4+0,2 181165
Cuajado del fruto 144 17 92,4 1,5+0,2 31%10
Maduraciondel o, 90,1 1,910,2 77:38
fruto
Total 963 210 86,5 4,2+0,1 5591142
Total 1764 311 89,7 4,2+0,1 751198

P Maduracion del fruto

M Maduracion del fruto

P Pre-floracién

P Brotacion

M Brotacion

M Pre-floracion

P Cuajado del fruto

M Cuajado del fruto

M Post-floracion

M Floracion

P Post-floracion

P Floracién

0.05

Figura 4.2 Dendrograma obtenido a partir de los clones pertenecientes a las genotecas del bacterioma,
aplicando el indice de similitud Bray-Curtis y el método de agrupacion jerarquica "unweighted pair-

group method" (UPGMA). M: Malus domestica, P: Pyrus communis. La barra indica el % de similitud.
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Los clones estan distribuidos en 13 filos (Tabla 4.4), que, ordenados de mayor a menor
segln su abundancia, son los siguientes: Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Deinococcus-Thermus, Actinobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, FBP
(Abditibacteriota), Saccharibacteria, Acidobacteria, Armatimonadetes, Fibrobacteres, y
Verrucomicrobia y 1 clon que no ha sido posible clasificar. Armatimonadetes esta
presente solo en la filosfera de peral, en cambio, Fibrobacteres y Verrumicrobia, con
un unico clon identificado, solamente se detectan en la filosfera del manzano. Los
anadlisis estadisticos mediante la prueba t de student no han mostrado diferencias
significativas cuando se comparan los filos presentes en la filosfera de ambos arboles.
No obstante, el analisis estadistico comparando los estados de brotacidn, prefloracién
y maduracion del fruto respecto de floracién, postfloracion y cuajado del fruto (segun
la agrupacion obtenida en el dendrograma de la Figura 4.2), permite observar que solo
el filo Bacteroidetes presenta diferencias significativas, siendo mas abundante en el
cluster correspondiente al inicio y final del ciclo fenoldgico. En cuanto a filos las
Acidobacterias, FBP (Abditibacteriota) y Fibrobacteres solo estdn presentes en las fases
intermedias del ciclo fenoldgico, mientras que los filos Saccharibacteria y

Verrucomicrobia sélo se detectan al inicio y final del mismo.

En la tabla 4.5 se muestran los taxones que poseen mas de un 1% de abundancia y su
afiliacion filogenética, ordenados de mds a menos abundante. Podemos observar que
estos pertenecen Unicamente a 4 filos. Del mismo modo que para los filos, la
comparacion a nivel de familia y género entre ambas filosferas no presentan muchas
diferencias significativas (t de student p<0,05); éstas solo las exhiben cuatro géneros,
Pseudomonas y Enterobacter en los estadios intermedios y, Sphingomonas y
Hymenobacter en los estadios de brotacion/prefloracion/maduracion del fruto. Cabe
resaltar el género Buchnera que solo esta presente en la filosfera del peral y
Unicamente en las fases intermedias del ciclo fenolégico y no en el cluster

correspondiente al inicio y final.
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Tabla 4.4 Numero de clones asociados a cada filo bacteriano de la filosfera de peral y manzano para

cada uno los estados fenolégicos obtenidos mediante genotecas.

. Manzano”

Filo
Total B E F O Q L
Acidobacteria 3 0 O 1 0 0 O
Actinobacteria 29 1 7 1 10 0 O
Armatimonadetes 2 0 O 0 0 0 O
Bacteria sin clasificar 1 1 0 0 0 0 O
Bacteroidetes* 289 42 28 14 8 3 28
Chloroflexi 17 0 3 1 0 0 1
Deinococcus- 56 4 2 3 2 0 5

Thermus

FBP 4 0 0 1 1 0 0
Fibrobacteres 1 0 O 0 1 0 O
Firmicutes 70 1 11 7 6 0o 2
Gemmatimonadetes 12 2 2 0 2 0 O

Proteobacteria 1270 67 101 128 118 136 49

Saccharibacteria 4 1 0 0 0 0

Verrucomicrobia 1 0 O 0 0 0 O
. Peral®
Filo

Total B E F O Q L
Acidobacteria 3 0O 0 2 O 0 0
Actinobacteria 29 2 3 1 3 0 1
Armatimonadetes 2 0O 0 1 o0 0 1
Bacteria sin clasificar 1 0O 0 0 O 0 0
Bacteroidetes* 289 57 42 36 13 5 13
Chloroflexi 17 2 2 4 2 2 0
DeT'EZ::J:S' 56 9 9 13 6 1 2
FBP* 4 0 0 1 1 0 0
Fibrobacteres 1 0 O 0 0
Firmicutes 70 0o 8 14 17 1 3

Gemmatimonadetes 12 0 1 1 2 1 1

Proteobacteria 1270 96 115 88 108 134 130

Saccharibacteria 4 1 2 0 O 0 0

Verrucomicrobia 1 1 0 0 O 0 0
*: Diferencias significativas (p<0,05) al comparar los estadios intermedios del ciclo fenolégico
(floracion, postfloracion y cuajado del fruto), con los de inicio (brotacién y prefloracién) y final
(maduracion del fruto).
“Los diferentes estados fenoldgicos de peral y manzano, B: Brotacion, E: Prefloracién, F:
Floracidn, O: Postfloracién, Q: Cuajado del fruto, L: Maduracion del fruto.
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Tabla 4.5 Numero de clones asociados a género con al menos un 1% de abundancia, de las muestras de

la filosfera de peral y manzano obtenidos mediante genotecas.

Fil Gé N Manzano"

o enero Total(%) B E F 0 Q L
Proteobacteria Pseudomonas* 14,6 0 3 70 43 43 0
Proteobacteria Methylobacterium 13,5 10 46 5 5 0 31
Proteobacteria Sphingomonas* 11,2 20 16 11 11 14 13
Proteobacteria Pantoea 10,7 0 0 7 36174 0
Bacteroidetes Hymenobacter* 10,0 25 16 9 1 0 28

Deinococcus-Thermus Deinococcus 2,8 3 2 2 2 0 5
Proteobacteria Comamonadaceae 2,4 13 0 1 2 0 O
Proteobacteria Massilia 1,9 4 0 2 1 0 2
Proteobacteria Enterobacteriaceae 1,8 1 4 0 0 0 1
Bacteroidetes Spirosoma 1,6 12 1 1 1 0 O
Proteobacteria Enterobacter* 1,6 0 0 3 0 4 O
Proteobacteria Rhizobiales 1,6 1 4 0 5 0 1

Firmicutes Clostridium 1,5 0O 1 0 0 0 O
Proteobacteria Escherichia 1,4 3 5 1 0 0 O
Bacteroidetes Sphingobacteriaceae 1,3 2 1.1 0 0 O
Proteobacteria Buchnera 1,0 0 0 16 2 0 O
Proteobacteria Roseomonas 1,0 2 3 2 1 0 O

. ; . Peral®

Filo Genero Total(%) B E F O Q L
Proteobacteria Pseudomonas* 14,6 2 5 2 41 48 0
Proteobacteria Methylobacterium 13,5 23 11 9 7 1 91
Proteobacteria Sphingomonas* 11,2 23 30 16 10 2 32
Proteobacteria Pantoea 10,7 0 3 0 2 67 O
Bacteroidetes Hymenobacter* 10,0 38 23 15 7 5 9

Deinococcus-Thermus Deinococcus 2,8 9 9 12 5 0 1
Proteobacteria Comamonadaceae 2,4 15 7 4 1 0 O
Proteobacteria Massilia 1,9 9 8 4 2 0 1
Proteobacteria Enterobacteriaceae 1,8 5 9 6 4 0 1
Bacteroidetes Spirosoma 1,6 4 7 2 0 0 O
Proteobacteria Enterobacter* 1,6 0 1 4 4 12 0
Proteobacteria Rhizobiales 1,6 0 3 14 0 0 O

Firmicutes Clostridium 1,5 0 1 11 14 0 O
Proteobacteria Escherichia 1,4 6 2 7 1 0 O
Bacteroidetes Sphingobacteriaceae 1,3 100 4 3 2 0 O
Proteobacteria Buchnera 1,0 0O 0 0 0O 0O O
Proteobacteria Roseomonas 1,0 1 5 3 0 0 O

*: Diferencias significativas (p<0,05) al comparar los estadios intermedios con los de inicio y

final.

*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén
mas especifico.

"Los diferentes estados fenoldgicos de peral y manzano B: Brotacién, E: Prefloracién, F:
Floracién, O: Postfloracion, Q: Cuajado del fruto, L: Maduracién del fruto.

80



La herramienta Microbiome para R permite establecer el denominado core, y en este
caso se ha utilizado para determinar los taxones prevalentes del bacterioma de la
filosfera de una determinada especie vegetal. Para su analisis, se ha utilizado una
prevalencia en las diferentes muestras del 90% y un minimo de deteccién del 0,5%,
como se ha definido en el apartado de materiales y métodos. El core conjunto de todas
las muestras analizadas de ambos arboles frutales y de todos los estadios esta
compuesto por 2 géneros del filo Proteobacteria, Methylobacterium y Sphingomonas
(tabla 4.6). No ha sido posible establecer un core para la filosfera del manzano y el
correspondiente a la filosfera de peral es idéntico al global. En el core correspondiente
al cluster asociado a los estadios iniciales y final del ciclo fenoldgico es caracteristico el
género Hymenobacter, perteneciente al filo Bacteroidetes. Por otro lado, el core del
cluster constituido por los estados intermedios del ciclo presenta como elementos
diferenciales dos taxones, la familia Enterobacteriaceae y Pseudomonas, pero no

presentan los dos géneros del core global

Tabla 4.6 Core obtenido a partir de los clones pertenecientes a las genotecas del bacterioma global de
todas las muestras del bacterioma de la filosfera y de las diferentes variables estudiadas (especie vegetal

y de los grupos fenoldgicos establecidos).

Inicioy

oTU Phyllum Genero* Global" final Intermedio” Manzano" Peral”
Otu005 Bacteroidetes Hymenobacter
Otu002 Proteobacteria Enterobacteriaceae
Otu003 Proteobacteria Methylobacterium
Otu006 Proteobacteria Methylobacterium
Otu001 Proteobacteria Pseudomonas
Otu004 Proteobacteria Sphingomonas
Otu009 Proteobacteria Sphingomonas
"Inicio y final: Brotacidn, prefloracién y maduracion del fruto. Intermedio: floracién, postfloracion y
cuajado del fruto.
*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas
especifico.

Micobioma

En el andlisis de la diversidad fungica de la filosfera mediante la elaboracién de
genotecas se han obtenido 1951 clones. En la tabla 4.7 se detalla cdmo se distribuyen

en los distintos estados fenoldgicos y para cada especie de arbol estudiado. Los indices
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de Shannon (2,14-3,75) y riqueza (28-65) son significativamente (p<0,05) mas altos en
este caso que para las mismas muestras analizadas mediante DGGE (tabla 4.1). No
obstante, no hay diferencias significativas entre los indices de diversidad cuando
comparamos ambas especies de darboles. La cobertura de las genotecas para las
distintas muestras oscila entre el 69,93% y el 92,48%. En la figura S4.4 se muestran las
curvas de rarefaccidon correspondientes a los diferentes estadios del ciclo fenolégico
del arbol, donde se puede observar que las curvas correspondientes a los estadios de
brotacion de manzano y postfloracion de peral, son las que menos se acercan a la
asintota, ademds de ser las que menor cobertura presentan, 69,93% y 75,66%,

respectivamente.

Tabla 4.7 Nimero de clones flngicos obtenidos a partir de la elaboracion de genotecas pertenecientes a

la filosfera en cada uno de los estadios fenoldgicos y su a-diversidad obtenidos mediante genotecas.

Arbol Estado Clones OTUs Cobertura (%) Shannon Chao
Brotacién 153 65 69,93 3,75+0,2 324+161
Prefloracion 164 42 86,59 3,06£0,2 80%25
Floracion 166 39 88,55 2,93+0,2 60114
Manzano Postfloracion 172 40 86,63 2,42+0,2 103%43
Cuajado del fruto 166 43 84,94 2,32+0,2 70%17
Maduracién del fruto 170 39 89,41 2,84+0,2 54+10
Total 991 179 89,00 3,75£0,1 446%114
Brotacion 159 32 88,05 2,43+0,2 66%14
Prefloracion 133 28 92,48 2,67+0,2 4210
Floracion 163 44 82,21 2,56+0,2 89+28
Peral Postfloracion 152 51 75,66 2,94+0,2 162168
Cuajado del fruto 180 30 91,67 2,26+0,2 48%13
Maduracién del fruto 173 32 90,75 2,14+0,2 49412
Total 960 144 91,04 3,07+0,1 302%70
Total 1951 275 91,34 3,54+0,1 639+130

Las figuras 4.3 y S4.5 muestran los dendrogramas obtenidos a partir del analisis de
cluster a partir de la elaboraciéon de genotecas flngicas. Se puede observar que la
agrupacion obtenida no responde ni a la especie vegetal, ni al estadio fenoldgico,
como si sucedia con los resultados de las genotecas bacterianas (Figura 4.2). Estos
resultados estan de acuerdo con la heterogeneidad observada al analizar los
resultados de perfiles de DGGEs mediante NMDS (Figura S4.1). De los 275 OTUs

identificados a partir del total de secuencias, 137 son Unicos de manzano, 95 de peral y
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Unicamente 43 aparecen en ambos arboles frutales. Los 43 OTUs compartidos
pertenecen a 30 taxones, que a su vez estdn afiliados a los filos Ascomycota y

Basidiomycota (Tabla S.6).

P Maduracion del fruto

P Cuajado del fruto

M Post-floracién

P Post-floracién

P Floracién

M Cuajado del fruto

P Pre-floracién

P Brotacidn

M Maduracidn del fruto

M Floracién

M Pre-floracién

M Brotacién

Figura 4.3 Dendrograma obtenido a partir de los clones pertenecientes a las genotecas del micobioma,
utilizando el indice de similitud Bray-Curtis y basado en el método de agrupacion jerarquica
"unweighted pair-group method" (UPGMA). M: Malus domestica, P: Pyrus communis. La barra indica el

% de similitud.

La distribucion de los clones en cada uno de los estados fenoldgicos y para cada
especie de arbol frutal se muestra en la tabla S4.7. Ambos filos incluyen taxones
representados por mas de un 1% del total de clones, en concreto 15 (Tabla 4.8), cabe
resaltar que ninguno de los taones exhibia diferencias significativas (p<0,05) en el
numero de clones, cuando comparabamos los micobiomas de la filosfera de las dos

especies vegetales estudiadas. Dos de las especies identificadas Unicamente se
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detectaron en las muestras de manzano, Kalmanozyma fusiformata y Neosetophoma

clematidis.

Tabla 4.8 Numero de clones obtenidos a partir de genoteca asociados a cada género con al menos un
1% de abundancia respecto al total de clones, de las muestras del micobioma de la filosfera en los

diferentes estados fenoldgicos.

. 3 . . Manzano"
Filo Género Total (%) E F O QL
Ascomycota Cladosporium sp 33,5 13 20 38 85 71 44
Basidiomycota Vishniacozyma sp 7,3 10 10 22 11 33 5
Ascomycota Alternaria sp 7,2 12 22 9 7 9 28
Ascomycota Dothideomycetes 6,6 3 13 11 17 9 12
Basidiomycota Kalmanozyma fusiformata 5,2 15 33 19 12 0 22
Basidiomycota Vishniacozyma tephrensis 4,9 1 0 2 3 0 O
Hongos sin clasificar Hongos sin clasificar 2,7 3 0 0 3 7 6
Ascomycota Paraconiothyrium brasiliense 2,6 2 5 3 0 0 4
Ascomycota Aureobasidium proteae 2,3 2 1 10 1 1 1
Basidiomycota Sporidiobolaceae 2,0 0 4 0 6 0 O
Ascomycota Leptosphaeria rubefaciens 1,7 15 8 4 1 0 1
Ascomycota Capnodiales 1,5 0O 0 2 5 12 1
Ascomycota Tumularia sp 1,3 4 4 11 0 0 2
Ascomycota Ostropales sp 1,2 5 1 0 0 0 O
Basidiomycota Vishniacozyma carnescens 1,2 2 0 2 0 0 O
Ascomycota Neosetophoma clematidis 1,0 9 3 3 2 0 2
. . Peral”
Filo Género* Total (%)
B E F O Q L
Ascomycota Cladosporium sp 33,5 48 39 71 53 76 95
Basidiomycota Vishniacozyma sp 7,3 9 4 5 1024 0
Ascomycota Alternaria sp 7,2 1 4 8 20 6 15
Ascomycota Dothideomycetes 6,6 1 7 18 16 14 7
Basidiomycota Kalmanozyma fusiformata 5,2 0O 0 0 0O 0 O
Basidiomycota Vishniacozyma tephrensis 4,9 41 15 12 11 9 1
Hongos sin clasificar Hongos sin clasificar 2,7 100 6 4 1 5 7
Ascomycota Paraconiothyrium brasiliense 2,6 124 0 1 1 10
Ascomycota Aureobasidium proteae 2,3 17 3 0 4 3 1
Basidiomycota Sporidiobolaceae 2,0 0 0 2 0 27 O
Ascomycota Leptosphaeria rubefaciens 1,7 1 3 0 0 0 O
Ascomycota Capnodiales 1,5 0 4 0 2 2 1
Ascomycota Tumularia sp 1,3 1 4 0 0 0 O
Ascomycota Ostropales sp 1,2 0O 8 9 1 0 O
Basidiomycota Vishniacozyma carnescens 1,2 8 3 2 3 3 O
Ascomycota Neosetophoma clematidis 1,0 0 0 0 0O 0O O

* en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas

especifico.

"Los diferentes estados fenoldgicos de peral y manzano B: Brotacidn, E: Prefloracién, F: Floracién, O:

Postfloracion, Q: Cuajado del fruto, L: Maduracién del fruto.
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El core del micobioma, se ha analizado solamente para el total de muestras y para cada
uno de los arboles frutales por separado, debido a la inexistencia de un claro patrén de
los estadios fenoldgicos. El core total estd constituido por 5 taxones, 4 Ascomycota
(Alternaria spp, Aureobasidium proteae, Cladosporium spp y Dothideomycetes) y un
Basidiomycota, Vishniacozyma spp. El core de manzano es igual al total, sin embargo,
en el de peral no aparece Aureobasidium proteae ni Dothideomycetes y la especie de

Vishniacozyma se corresponde a V. tephrensis.

Tabla 4.9 Core global y para cada especie vegetal de todas las muestras del micobioma de la filosfera

analizadas a partir de la construccidn de genotecas.

OoTU Filo Especie Global Manzano Peral
Otu003 Alternaria spp
Otu008 Aureobasidium proteae
Ascomycota .
Otu001 Cladosporium spp
Otu006 Dothideomycetes
0Otu002 . Vishniacozyma spp
Basid t
Otu004 asldiomycota Vishniacozyma tephrensis

4.1.3 Estudio de la diversidad microbiana a lo largo del desarrollo

fenoldgico del arbol mediante Secuenciacidon masiva: lllumina MiSeq

Las técnicas de secuenciacién masiva generan una mayor cantidad de secuencias, por
lo tanto, una mayor profundidad taxondmica. En este apartado se ha utilizado la
técnica lllumina MiSeq para estudiar las muestras de la filosfera de Pyrus communis.
Dado que las anteriores tecnologias mostraron que el ciclo fenoldgico era responsable
de la mayoria de diferencias entre las muestras se analizdé solo las comunidades
microbianas de una de las especies vegetales. Se escogid el caso particular de Pyrus
communis var Passe Crassane debido a que no se ha podido caracterizar el core de

Malus domestica var Golden Delicious.
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Se ha realizado la secuenciacion masiva de 6 muestras pertenecientes a cada uno de
los estados fenoldgicos estudiados. Al igual que en el estudio realizado a partir de la
confeccion de genotecas se han unido los productos de PCR de las 6 réplicas

correspondientes a cada uno de los estados fenolégicos.

Comunidad bacteriana

La secuenciacién masiva mediante lllumina MiSeq generd 3.363.927 de secuencias,
gue una vez procesadas y reducidos los errores de PCR y secuenciacién, y eliminadas
las 450 secuencias pertenecientes a Archaea, el nUmero de secuencias con el que se
trabajo, fue 2.076.531 (Tabla 4.10a). La cobertura minima obtenida fue de 0,986, y los
indices de Shannon fueron similares a los obtenidos a partir del andlisis mediante
genotecas los cuales oscilaban entre 2,75 y 4,89. No se observaron diferencias
significativas entre los coeficientes obtenidos para las diferentes muestras. Para la
realizacion de los analisis de B-diversidad era necesario trabajar con el mismo ndmero
de secuencias por muestra, para ello se redujo el valor de todas ellas hasta 277.457
(valor de la muestra que presentaba menor numero de secuencias). En la tabla 4.10b
se muestra que tanto las coberturas, como los indices de diversidad de las secuencias
seleccionadas para realizar los estudios de B-diversidad apenas varian respecto a los
valores de la tabla 4.10a. Como puede observarse en la Figura S4.6 las curvas de

rarefaccion de las muestras estan cerca de ser asintoticas.

El dendrograma (Figura 4.4) obtenido a partir del andlisis de los resultados muestra el
agrupamiento de las muestras basado en los OTUs y la abundancia de estos. Se
observa una agrupacion de los estadios intermedios del ciclo fenolégico (floracion,
postfloracion y cuajado del fruto), como en el caso de las genotecas, asi como la
agrupacion de las fases de brotacidn y prefloracion, pero ambos grupos estan

separados del estadio final de maduracion del fruto.
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Tabla 4.10 Numero de secuencias obtenidas mediante secuenciacién masiva: lllumina MiSeq, y a-
diversidad para cada una de las muestras del bacterioma de la filosfera del peral. a) Secuencias totales

b) Secuencias utilizadas para los estudios de B-diversidad.

a)
Muestra Lecturas iniciales  Lecturas procesadas OTUs  Cobertura Shannon Chao
Brotacion 538.733 333.089 2.884 0,994 2,75  10.877,80
Prefloracion 556.500 360.433 5.216 0,991 3,77  13.788,12
Floracion 584.696 390.260 5.282 0,992 4,89  16.305,37
Postfloracion 590.454 277.457 6.526 0,986 450  15.724,31
C“a]ff:t‘; del 550.582 372.888 4.388 0,993 402  13.813,13
Maduracion 542.962 342.404 3.333 0,993 3,66  10.718,63
del fruto
b)
Muestra Lecturas procesadas Lecturas subgrupo OTUs  Cobertura Shannon Chao
Brotacion 333.089 277.457 2.529 0,993 2,75  9.385,89
Prefloracion 360.433 277.457 4.463 0,990 3,76 11.998,13
Floracion 390.260 277.457 4.342 0,992 488  12.129,82
Postfloracion 277.457 277.457 2.894 0,993 366  9.121,98
C“a]ffftc; del 372.888 277.457 6.526 0,986 450  15.724,31
Maduracion 342.404 277.457 3.714 0,992 402  10.429,67
del fruto

Para corroborar la existencia de diferencias entre los cluster mostrados en la figura 4.4,
se han realizado sendos test Amova y Homova. Para el test Amova se obtuvieron
diferencias significativas al comparar los estados iniciales (brotacion y prefloracion) y
final (maduracion del fruto) del ciclo fenoldgico con las etapas intermedias (floracidn,
postfloracién y cuajado del fruto). Dichos resultados son similares a los obtenidos a
través de la confeccién de genotecas (Fig. 4.2). Estas variaciones que experimenta el
bacterioma a lo largo de las distintas fases del ciclo fenoldgico se ajustan a un modelo
ciclico que denominaremos disefio circular. Sin embargo, mediante el test Homova, se
han obtenido diferencias significativas cuando se han establecido tres grupos, estados
iniciales (brotacion y prefloracién); estados intermedios (floracion, postfloracion y
cuajado del fruto) y, por ultimo, un grupo constituido solo por el estadio fina de

maduracion del fruto. En este caso se denomind disefio de tres clusters. Ambos
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diseios serdn utilizados para estudiar las variaciones de la microbiota bacteriana a lo

largo del desarrollo fenoldgico del arbol, la B diversidad.

Cuajado del fruto

Pre-floracion

Floracion

Pre-floracién

Brotacion

Maduracién del fruto

0.04

Figura 4.4 Dendrograma correspondiente a las muestras del bacterioma del peral analizadas mediante
Illumina MiSeq, basado en la matriz de similitud obtenida utilizando el indice de similitud Bray-Curtis y el
método de agrupacion jerarquica "unweighted pair-group method" (UPGMA). La barra indica el % de

similitud.

Tabla 4.11 Modelos experimentales que se ajustan a la dinfiamica temporal del bacterioma.

L. L. L. ‘. . Maduracién
Modelo Brotacion Prefloracion : Floracion Postfloracion Cuajado del fruto
del fruto
Tres clusters Inicial Intermedio Final
Circular Inicial-Final Intermedio Inicial-Final

Las 2.076.531 secuencias bacterianas estan afiliadas a 19 filos, ademas de las bacterias
sin clasificar (Tabla 4.12). Los filos dominantes (>1% de abundancia relativa),
ordenados en orden decreciente de abundancia, Deinococcus-Thermus (41,31% de

media, 15,38-72,08%), seguido por Proteobacteria (33,95% de media, 18,81-75,35%),
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Firmicutes (8,18% de media, 0,07-22,11%), Bacteroidetes (4,65% de media, 1,62-
6,93%) y Saccharibacteria (TM7) (3,83% de media, 0,35-8,91%), ademads de las
bacterias no clasificadas (2,17% de media, 0,14-4,75%). De todos ellos, en el disefio de
tres clusters, el filo Firmicutes es significativamente (p<0,05) mds abundante en el
cluster correspondiente a los estadios intermedios, mientras que Deinococcus-
Thermus presenta una abundancia significativamente mayor (p<0,05) en los estadios
iniciales. En el disefio circular, se observa que las secuencias del filo Acidobacteria

estan significativamente mas presentes en los estadios intermedios (p<0,05).

Tabla 4.12 Numero de secuencias que pertenecen a cada uno de los 19 filos bacterianos de la filosfera

del peral obtenidos mediante Illumina MiSeq.

Filo Total B" E" F o" Q" L
Acidobacteria** 3396 90 549 841 657 1083 176
Actinobacteria 19301 2355 3347 5792 1993 3425 2389

Aquificae 5 0 0 5 0 0 0
Armatimonadetes 1467 48 294 318 383 161 263
Bacteroidetes 96567 13724 24408 20047 8587 6063 23738
Chlamydiae 50 1 0 36 12 0 1
Chlorobi 2 0 0 0 2 0 0
Chloroflexi 1134 0 94 994 44 2 0
Deinococcus-Thermus* 940958 240094 208621 158615 100211 180727 52690
Fibrobacteres 2 0 2 0 0 0 0
Fusobacteria 6 0 6 0 0 0 0
Gemmatimonadetes 343 0 74 219 18 31 1
Nitrospira 148 1 12 113 11 10 1
Proteobacteria 704973 65765 102456 113199 95377 70156 258020
Tenericutes 44 0 8 25 1 4 6
Verrucomicrobia 75 0 6 47 7 13 2
Bacterias sin clasificar 45215 475 5442 18531 2404 17431 932
Cyanobacteria 40 0 16 5 6 12 1
Firmicutes* 183131 248 5632 36697 55099 82455 3000

Saccharibacteria 79674 10288 9466 34776 12645 11315 1184
*Filos que presentan diferencias significativas entre las agrupaciones correspondientes al disefio tres

clusters.

**Filos que presentan diferencias significativas entre los grupos del disefio circular.

"Los diferentes estados fenoldgicos de peral y manzano B: Brotacién, E: Prefloracién, F: Floracidn, O:
Postfloracion, Q: Cuajado del fruto, L: Maduracion del fruto.

En la Tabla 4.13 se muestra que los géneros o niveles taxondmicos mas especificos
presentes en un porcentaje superior al 1% son 15 y pertenecen a 5 filos: Deinococcus
(30,57%), Deinococcaceae (12,87%) y Truepera (1,03%) del filo Deinococcus-Thermus;
Sphingomonas (9,06%), Methylobacterium (5,80%), Enterobacteriaceae (2,84%),
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Sphingomonadaceae (1,82%), Comamonadaceae (1,27%), Oxalobacteraceae (1,20%) y
Serratia (1,18%) del filo Proteobacteria; un género (3,83%) del filo Saccharibacteria
(TM7); Clostridium (3,34%), Bacilli (1,71%), Clostridium XI (1,45%) del grupo Firmicutes;
Hymenobacter (2,71%) perteneciente a Bacteroidetes y un 2,17% de secuencias
bacterianas no clasificadas. De estos taxones mds abundantes, hay tres que se
presentan en un porcentaje superior en los estadios iniciales (brotacion y prefloracion)
comparado con los estadios de floracién, postfloracion y cuajado del fruto, y son el
género Sphingomonas y las familias Sphingomonadaceae y Comamonadaceae, todos
pertenecientes al filo Proteobacteria. Por otro lado, el género Truepera, del filo
Deinococcus-Thermus, es significativamente (p<0,05) mas abundante en las fases

intermedias que en la inicial y final del ciclo fenoldgico.

Tabla 4.13 Porcentaje de secuencias que pertenecen a cada uno de los géneros bacterianos mas

abundantes (>1%) de la filosfera del peral obtenidos mediante lllumina MiSeq.

Filo Género* Total B" E" F o" Q" L
Deinococcus-Thermus Deinococcus 30,57 47,13 38,30 30,39 19,76 32,85 12,82
Deinococcus-Thermus Deinococcaceae sin clasificar 12,87 24,93 18,19 5,61 14,46 13,10 2,26

Proteobacteria Sphingomonas* 9,06 5,77 6,40 4,64 4,47 4,37 28,92
Proteobacteria Methylobacterium 579 3,75 3,57 3,51 3,44 3,40 17,23
Saccharibacteria Grupo TM7a 3,84 3,09 263 891 456 3,03 0,35
Firmicutes Clostridium sensu stricto 3,34 004 0,76 4,52 1091 4,48 0,56
Proteobacteria Enterobacteriaceae sin clasificar 2,84 099 1,85 3,56 7,48 0,13 4,08
Bacteroidetes Hymenobacter 2,71 2,72 3,54 2,01 1,28 0,51 6,19
Bacteria sin clasificar Bacteria sin clasificar 2,18 0,14 1,51 4,75 0,87 4,67 0,27
Proteobacteria Sphingomonadaceae sin clasificar 1,82 091 1,39 1,50 0,67 0,62 5,77
Firmicutes Bacilli sin clasificar 1,71 0,00 0,01 0,06 0,22 19,28 0,00
Firmicutes Clostridium Xl 1,45 001 0,26 203 49 1,89 0,14
Proteobacteria Comamonadaceae sin clasificar* 1,27 195 2,74 087 051 0,71 0,77
Proteobacteria Oxalobacteraceae sin clasificar* 1,20 1,06 1,29 0,66 0,32 0,46 3,39
Proteobacteria Serratia 1,19 155 2,55 2,13 0,27 0,31 0,02
Deinococcus-Thermus Truepera** 1,03 o000 1,03 199 1,81 1,28 0,00
Otros Otros 17,13 5,96 13,99 22,87 24,02 18,90 17,23

*Filos que presentan diferencias significativas entre las agrupaciones correspondientes al disefio tres

clusters.

**Filos que presentan diferencias significativas entre los grupos del disefio circular.

"Los diferentes estados fenoldgicos de peral y manzano B: Brotacidn, E: Prefloracién, F: Floracidn, O:
Postfloracion, Q: Cuajado del fruto, L: Maduracion del fruto.

Mediante la herramienta LEfSe se ha establecido que OTUs son representativos de los
diferentes estadios fenoldgicos, o de su agrupacidon y que por tanto pueden ser

considerados como biomarcadores de los mismos. Para el disefio de 3 clusters, la
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herramienta ha establecido Unicamente 3 OTUs, los tres pertenecen a las fases
iniciales, y tienen la misma afiliacién filogenética, género de posicion indeterminada
(inc. sed.) del filo Saccharibacteria. Sin embargo, para el disefio circular, como se
muestra en la figura 4.5, son 6 los filos que han resultado ser representivo y podrian
considerarse biomarcadores. Los filos son: Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Saccharibacteria, ademas de las bacterias
no clasificadas. Como puede observarse, el porcentaje de Bacteroidetes y de
Proteobacterias es mayor en los estadios iniciales y final mientras que los filos
Firmicutes y Acidobacteria son representativos de las fases intermedias y no estan

presentes en el cluster inicial-final.

En la tabla 4.14 se muestran los 57 taxones representativos para los dos clusters del
disefio circular (estadios inicial y final y estadios intermedios), ademas de las bacterias
no clasificadas. Puede observarse que la mayoria de taxones solo aparecen como

representativos en una de las dos agrupaciones.
Disefio circular

Saccharibacteria ™ Intermedio  m Inicial-Final

il

Firmicutes

Filo

Bacteroidetes |

Bacterias no clasificadas
Actinobacteria
|

Acidobacteria

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000 180000 200000

2 de secuencias

Figura 4.5 Analisis mediante LEfSe de los grupos bacterianos representativos del disefio circular a nivel
de filo. El grupo inicial-final incluye los estadios de brotacion, prefloracion y maduracion del fruto,
mientras que el grupo intermedio incluye los estadios de floracion, postfloracion y cuajado del fruto.

Datos obtenidos mediante Illumina MiSeq.

91



Tabla 4.14 Géneros bacterianos representativos de cada uno de los grupos del disefio circular segun la

herramienta LEfSe.

Filo Especie Exterior Centre
Bryobacter 0 218
Curtobacterium 1791 0
Kineococcus 354 0
Acidobacteria Microbacteriaceae 1775 0
Arthrobacter 0 925
Intrasporangiaceae 0 446
Ornithinimicrobium 0 315
Bacterias no clasificadas  Bacterias no clasificadas 0 3445
Chitinophagaceae 0 2438
Bacteroidetes Chryseobacterium 0 557
Hymenobacter 27686 0
Mucilaginibacter 1001 0
Aerococcus 0 940
Alicyclobacillaceae 0 2607
Bacilli 0 557
Bacillus 0 4410
Clostridium 0 78931
Firmicutes Jeotgalicoccus 0 176
Lachnospiraceae 0 1432
Lactobacillales 0 1499
Lactobacillus 0 155
Planococcaceae 0 532
Ruminococcaceae 0 195
Turicibacter 0 2489
Comamonadaceae 9608 0
Massilia 14453 0
Methylobacterium 41602 307
Oxalobacteraceae 4882 0
Proteobacteria 426 0
Rhizobium 1296 0
Roseomonas 2695 456
Sphingomonadaceae 18452 2432
Sphingomonas 92413 2984
Acetobacteraceae 0 3912
Acinetobacter 0 808
Proteobacteria Arenimonas 0 250
Bradyrhizobiaceae 0 512
Brevundimonas 0 272
Burkholderiales 0 401
Devosia 0 129
Enterobacteriaceae 0 2211
Erythrobacteraceae 0 372
Gammaproteobacteria 0 2318
Methylocystaceae 0 171
Ochrobactrum 0 187
Paracoccus 0 763
Phenylobacterium 0 548

92



Tabla 4.14 continuacién

Filo Especie Exterior Centre
Porphyrobacter 0 190
Psychrobacter 0 807
Ralstonia 0 1462
Rhizobacter 0 676
Proteobacteria Rhizobiales 0 1494
Rhodobacteraceae 0 209
Rickettsia 0 5517
Rubellimicrobium 0 1091
Sphingomonadales 0 1350
Xanthomonadaceae 0 475
Saccharibacteria TM7 genus incertae sedis 6287 2228

*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas
especifico.

" El grupo inicial-final incluye los estadios de brotacién, prefloracién y maduracion del fruto, mientras
que el grupo intermedio incluye los estadios de floracion, postfloracion y cuajado del fruto.

El core de la filosfera del peral consta de 8 OTUs (tabla 4.15), que en realidad
corresponden a 3 géneros: Deinococcus, del filo, Deinococcus-Thermus vy
Methylobacterium y Sphingomonas del filo Proteobacteria. También podemos
observar que el género Hymenobacter, representante del filo Bacteroidetes forma
parte del core de los estados de brotacidon, prefloracion y maduracién del fruto en
ambos disenos. Sin embargo, este género no se encuentra en el core correspondiente
a los estadios intermedios. Lo mismo ocurre con dos taxones de la clase
Betaproteobacteria, el género Massilia y la familia Comamonadaceae. Al contrario, el
filo Firmicutes representado por el género Clostridium forma parte solo de los cores de
los estados intermedios para los dos disefos. Por ultimo, en el estadio de maduracién
del fruto, que diferencia los dos disefios, cinco géneros de Proteobacterias (Telluria,
Buttiauxella, Escherichia, Rhizobium y Pantoea) forman parte de su core, y no estdn en
las etapas iniciales, mientras que en estas encontramos a otras dos proteobacterias

(Serratia y Roseomonas) que no estan presentes en el core de maduracién del fruto.
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Tabla 4.15 OTUs representados en el core global de todas las muestras y para cada uno de los grupos de

los dos disefos experimentales, el circular y el de tres clusters.

oTU Filo Género Circular® Tres clusters”
Global [|-F Inter | Inter F

0Otu00012 Bacteroidetes Hymenobacter
0Otu00032 Bacteroidetes Hymenobacter
Otu00001 Deinococcus-Thermus Deinococcaceae
Otu00002 Deinococcus-Thermus Deinococcus
Otu00003 Deinococcus-Thermus Deinococcus
Otu00008 Deinococcus-Thermus Deinococcus
Otu00010 Deinococcus-Thermus Deinococcus
Otu00020 Deinococcus-Thermus Deinococcus
0Otu00092 Deinococcus-Thermus Deinococcus
Otu00005 Firmicutes Clostridium
0Otu00036 Firmicutes Clostridium
Otu00014 Firmicutes Clostridium XI
Otu00015 Proteobacteria Buttiauxella
Otu00019 Proteobacteria Comamonadaceae
Otu00025 Proteobacteria Comamonadaceae
Otu00018 Proteobacteria Enterobacteriaceae
0Otu00029 Proteobacteria Enterobacteriaceae
0Otu00045 Proteobacteria Escherichia
Otu00017 Proteobacteria Massilia
0Otu00007 Proteobacteria Methylobacterium
Otu00011 Proteobacteria Methylobacterium
0Otu00022 Proteobacteria Methylobacterium
Otu00027 Proteobacteria Methylobacterium
Otu00071 Proteobacteria Oxalobacteraceae
0Otu00075 Proteobacteria Oxalobacteraceae
Otu00026 Proteobacteria Pantoea
0Otu00033 Proteobacteria Rhizobium
Otu00035 Proteobacteria Roseomonas
Otu00016 Proteobacteria Serratia
Otu00013 Proteobacteria Sphingomonadaceae
0Otu00004 Proteobacteria Sphingomonas
0Otu00006 Proteobacteria Sphingomonas
Otu00021 Proteobacteria Sphingomonas
0Otu00038 Proteobacteria Sphingomonas
0Otu00082 Proteobacteria Sphingomonas
0Otu00079 Proteobacteria Telluria

" I-F: grupo inicial y final (brotacién, prefloracién y maduracidén del fruto), Inter: grupo intermedio
(floracidn, postfloracion y cuajado del fruto), I: frupo inicial (brotacion y prefloracion), F: final

(maduracion del fruto).
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Comunidad flingica

El analisis de las muestras con Illumina MiSeq generd 2.934.646 secuencias, que una
vez minimizados los errores de PCR y secuenciacion, el nimero de secuencias se
redujo a 1.960.572. En la tabla 4.16a se muestra cdmo estan repartidas dichas
secuencias en los diferentes estadios fenolégicos analizados. Al igual que en el caso la
comunidad bacteriana, los OTUs se han obtenido teniendo en cuenta que las
secuencias que los integran presentan, al menos, un 97% de similitud. Los indices de
Shannon son significativamente (p<0,05) superiores a los obtenidos en el andlisis
mediante DGGE (Tabla 4.1) pero similares a los correspondiente al estudio mediante
genotecas (Tabla 4.6). El valor mds bajo para este indice es de 1,53 y corresponde al
estado de prefloracion; mientras que el mas elevado es de 2,972 y pertenece a la fase
de cuajado del fruto. Las curvas de rarefaccién, nos muestran que en la mayoria de los
estadios analizados se aproximan a la saturacién, tanto teniendo en cuenta todas las
secuencias procesadas como solo las del subgrupo que utilizaremos para la -
diversidad (258.644 secuencias) (Figura S4.7). La muestra correspondiente al
micobioma del estadio de maduracién del fruto es la que mas se aleja de la asintota,

aun asi, la cobertura de este estadio es de 0,999 (Tabla 4.16).

Tabla 4.16 Numero de secuencias, y a-diversidad para cada una de las muestras del micobioma. a)

Secuencias totales b) Secuencias utilizadas para hacer los estudios de B-diversidad.

a)

Muestra Lecturas iniciales Lecturas procesadas OTUs Cobertura Shannon Chao
Brotacion 456.701 314.472 439 0,999 1,628 953,20
Prefloracién 449.463 319.472 320 0999 1,530 1.004,91
Floracién 483.009 349.899 720 0,999 1,971 2.874,77
Postfloracién 454.459 300.296 1427 0997 1,894 5.651,58
c“af’:l:itzde' 620.832 417.789 1125 0999 2,972 3.892,90
Maduraci6n 470.182 258.644 654 0999 2,473 1.38438
del fruto
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Tabla 4.16 continuacion

b)

Muestra Lecturas procesadas Lecturas subgrupo OTUs Cobertura Shannon Chao

Brotacion 314.472 258.644 399 0,999 1,627 942,24
Prefloracion 319.472 258.644 281 0,999 1,529 747,57

Floracion 349.899 258.644 586 0,998 1,971  2.292,38
Postfloracion 300.296 258.644 1289 0,997 1,895 4.676,42
c”af’f:tzde' 417.789 258.644 873 0,998 2,973 3.029,34
Maduracidn 258.644 258.644 654 0,999 2,473 1.384,38

del fruto

El dendrograma obtenido a partir del andlisis de agrupacion de las muestras (Figura
4.6) muestra que los estados iniciales: prefloraciéon, floracién y brotacion forman un
grupo compacto. Puede observarse en la figura que a medida que se avanza en las
distintas fases del ciclo fenolégico su disimilitud es mayor, hasta llegar a la maduracién
del fruto que es el que difiere mds del resto, como ya se puso de manifiesto en el
bacterioma (Figura 4.4). Los indices de diversidad (Tabla 4.14) de los tres primeros
estadios son inferiores al resto, aunque no lo suficiente para ser significativamente

(p<0,05) distintos.

Cuando comparamos la agrupacién que incluye los tres estadios iniciales (brotacién,
prefloracion y floracién) respecto al resto (postfloraciéon, cuajado del fruto vy
maduracion del fruto), tanto los analisis referentes a los indices de diversidad
mediante t de student, como las Amova y Homova muestran que no existen
diferencias significativas (p<0,05), pero los valores de estas pruebas oscilan entre 0,055
y 0,07. Teniendo en cuenta estos resultados junto con la agrupacién observada en el
dendrograma (figura 4.6), en las comparaciones entre estadios, que se realizaran en
los préimos analisis, los tres estadios iniciales deben considerarse como un grupo

diferenciado del resto.
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Maduracion del frute

4 Cuajado del fruto

Postfolracion
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Figura 4.6 Dendrograma obtenido a partir del analisis de cluster de las muestras de Illumina MiSeq del
Micobioma del peral, utilizando el indice de similitud Bray-Curtis y el método de agrupacion jerarquica

"unweighted pair-group method" (UPGMA). La barra indica el % de similitud.

Las 1.960.572 secuencias fungicas obtenidas se corresponden con 4 filos fungicos, y
10.476 (0,53% del total de secuencias fungicas) pertenecen a hongos sin clasificar
(tabla 4.17). Los porcentajes de cada filo son: Basidiomycota (58,93%), Ascomycota
(40,51%), Mortierellomycota (0,01%) y solo una secuencia del filo Chytridiomycota. Al
comparar la abundancia relativa de los filos, observamos que el filo Ascomycota es
significativamente mas abundante (p<0,05) en los 3 estadios finales y el Basidiomycota

en los tres iniciales.

En la tabla 4.18 se detallan los taxones dominantes (>1%) en las muestras fungicas de
la filosfera del peral, y concretamente son 9 taxones: Vishniacozyma tephrensis,
Cladosporium sp, Vishniacozyma sp, Vishniacozyma carnescens, Alternaria sp,
Vishniacozyma heimaeyensis, Sporidiobolaceae sp, Vishniacozyma sp y Aureobasidium
proteae. Al comparar la abundancia de estos taxones a nivel de especie (tabla 4.18) no

se observan diferencias significativas entre los 3 primeros estadios y el resto. No
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obstante, si agrupamos todos los OTUs correspondientes al género Vishniacozyma, la
abundancia es significativamente (p<0,05) mas alta en las muestras de los tres estadios

iniciales que en el resto.

Tabla 4.17 Ndmero de secuencias que pertenecen a cada uno de los 5 filos fungicos presentes en la

filosfera del peral en las diferentes fases del ciclo vegetativo. Datos obtenidos a partir de Illumina MiSeq

Filo Total B" E" F o" Q L
Ascomycota* 794406 44306 89575 72030 215598 119175 253722
Basidiomycota* 1155478 269805 229162 273947 198218 139079 45267
Chytridiomycota 1 0 0 1 0 0 0
Hongos sin clasificar 10476 348 730 3918 3794 380 1306
Mortierellomycota 211 13 5 3 179 10 1

*Filo que presenta diferencias significativas entre el grupo brotacién, prefloracién y floracion y el resto
de estadios fonoldgicos.

"Los diferentes estados fenoldgicos de peral y manzano B: Brotacién, E: Prefloracién, F: Floracidn, O:
Postfloracion, Q: Cuajado del fruto, L: Maduracion del fruto.

Tabla 4.18 Porcentaje de secuencias pertenecientes a cada uno de las especies fungicos mas abundantes

(>1%) presentes en las muestras de filosfera del peral. Datos obtenidos a partir de lllumina MiSeq

Filo Especie* Total B" E" F o" Q" L"

Basidiomycota  Vishniacozyma tephrensis 34,484 49,661 53,722 51,755 32,326 10,698 1,487

Ascomycota Cladosporium spp 29,063 11,110 25,383 15,350 26,950 37,180 63,702
Basidiomycota Vishniacozyma spp 9,964 15,822 9,113 11,484 1,985 22,526 3,248
Basidiomycota  Vishniacozyma carnescens 4,204 14,380 5,820 4,456 0,000 0,035 0,977

Ascomycota Alternaria spp 3,623 0,081 0,004 0,077 6,067 4,194 11,421
Basidiomycota Vishniacozyma 1,804 2,361 1,055 0,716 4,820 0,475 0,234

heimaeyensis

Basidiomycota Sporidiobolaceae spp 1,202 0,008 0,020 0,232 1,382 6,460 0,058
Basidiomycota Vishniacozyma spp 1,083 2,895 1,470 0,953 0,225 1,077 0,124

Ascomycota Aureobasidium proteae 1,052 1,813 0,975 10,28 1,727 0,865 0,452

*en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie se ha clasificado con el taxén mas
especifico.

"Los diferentes estados fenoldgicos de peral y manzano B: Brotacién, E: Prefloracién, F: Floracidn, O:
Postfloracion, Q: Cuajado del fruto, L: Maduracién del fruto.

El resultado de la prueba LEfSe para estas muestras (Figura 4.7) establece que el filo
representativo para los estadios iniciales es el de Basidiomycota, en cambio, en los 3
estadios restantes el filo representativo es el de Ascomycota, aunque en estos estadios
también son representativos algunos taxones del filo Basidiomycota. Estos datos

coinciden con las diferencias significativas mostradas en la tabla 4.17.
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De las muestras iniciales, todos los taxones del filo Basidiomycota representativos
pertenecen al género Vishniacozyma (tabla 4.19). Sin embargo, en los tres estadios
finales del desarrollo fenoldgico, encontramos hasta 18 géneros, ademas de algunas
familias correspondientes a ambos filos. El género con mads representatividad es
Alternaria, seguido, curiosamente de un género del filo Basidiomycota, Filobasidium

(tabla 4.19).

Resto M Iniciales
Hongos no clasificados

Filo

Ascomycota

0 100000 200000 300000 400000 500000 600000

Y de secuencias

Figura 4.7 Andlisis mediante LEfSe de los grupos fungicos representativos a nivel de filo. El grupo de
estadios iniciales incluye los estadios de brotacién, prefloracion y floracién, mientras que el grupo resto
incluye los estadios de postfloracion, cuajado y maduracién del fruto. Datos obtenidos mediante

Illumina MiSeq.

Utilizando la herramienta Microbiome para R, se ha analizado el core fungico global de
la filosfera del peral, asi como el grupo correspondiente al grupo que incluye los tres
estadios iniciales y el perteneciente al resto, es decir a las tres fases finales del ciclo
fenoldgico, por separado. En la tabla 4.20 se puede observar que el core de todas las
muestras lo constituyen 4 OTUs, que estan filogenéticamente asociados a dos géneros,
Cladosporium (Ascomycota) y Vishniacozyma (Basidiomycota). Vishniacozyma
tephrensis es una especie que forma parte del core en todos los casos, pero hay otras

dos especies de este género, Vishniacozyma carnescens y Vishniacozyma
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heimaeyensis, que solamente pertenecen al core de los primeros estadios fenolégicos.
Los géneros Alternaria y Hysteriaceae (Ascomycota) junto con Filobasidium
globisporum (Basidiomycota) completan el core de los estadios finales.

Tabla 4.19 Taxones representativos, a nivel de género o especie en el grupo inicial que incluye los

estadios de Brotacion, prefloracién y floracién de la filosfera del peral en comparacion con el resto

(postfloracidn, cuajado y maduracion del fruto) segun la herramienta LEfSe.

Filo Especie* Iniciales Resto
Alternaria spp 0 56587
Blumeria spp 0 137
Cladosporium aggregatocicatricatum 0 3451
Cladosporium spp 0 142
Dothideomycetes 0 4507
Fusarium spp 0 320
Helotiales 0 233
Hysteriaceae 0 6179
Leptosphaeria rubefaciens 0 279
Ascomycota Neocatenulostroma microsporum 0 237
Phaeosphaeria spp 0 207
Pleosporales 0 250
Protomyces spp 0 278
Pyrenophora graminea 0 610
Ramularia collo-cygni 0 172
Stemphylium spp 0 934
Taphrina spp 0 230
Tumularia spp 0 4576
Zymoseptoria spp 0 349
Bullera alba 0 977
Filobasidium spp 0 2593
Filobasidium globisporum 0 9805
Filobasidium oeirense 0 8902
Basidiomycota Rhodotorula spp 0 4281
Sporobolomyces spp 0 1359
Vishniacozyma spp 5380 0
Vishniacozyma carnescens 67477 0
Vishniacozyma globispora 0 377
Vishniacozyma tephrensis 404972 0
Hongos no clasificados Hongos no clasificados 0 455

* en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxon mas
especifico.
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Tabla 4.20 OTUs representados en el core del micobioma global, obtenido a partir de las muestras
correspondientes a los diferentes estados fenolégicos de la filosfera del peral; asi como el core
correspondiente al grupo que incluye los estadios iniciales (brotacion, prefloracion y floracién) y el que

incluye al Resto (postfloracion, cuajado y maduracion del fruto).

OoTU Filo Especie Global Iniciales Finales
Otu0006 Alternaria sp
Otu0002 Ascomycota Cladosporium sp
Otu0004 Cladosporium sp
Otu0014 Hysteriaceae
Otu0013 Filobasidium globisporum
Otu0005 Vishniacozyma carnescens
Otu0007 Basidiomycota Vishniacozyma heimaeyensis
Otu0003 Vishniacozyma sp
Otu0012 Vishniacozyma sp
Otu0001 Vishniacozyma tephrensis

4.2 Discusién

Para el estudio de la microbiota asociada a la filosfera de dos arboles frutales de la
familia Rosaceae se han utilizado tres aproximaciones moleculares diferentes. De esta
manera, ademas de estudiar la diversidad bacteriana y fungica presente en el
microbioma de la filosfera, se han comparado los resultados obtenidos con cada
técnica. También se han establecido unos posibles patrones de sucesién microbiana,
asi como los biomarcadores caracteristicos de cada etapa y el core del microbioma

presente a lo largo de todo el ciclo fenolégico.

4.2.1 Andlisis comparativo de tres metodologias moleculares utilizadas

para el estudio de la diversidad microbiana de la filosfera

En este capitulo se han utilizado tres metodologias para el estudio de la diversidad
microbiana de la filosfera de dos especies vegetales: Malus domestica var Golden
delicius y Pyrus communis var Passe crassane. Los resultados obtenidos nos han
permitido determinar la estructura de las comunidades bacterianas y fungicas que

integran su filosfera. Seguidamente se analizaran y discutiran algunos de los resultados
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obtenidos mediante las tres metodologias. Todas ellas nos permiten disponer de
indices de diversidad, en la tabla detalldandose 4.21 los valores obtenidos para cada
una de ellas. Respecto del bacterioma, solo hay dos situaciones en las que no se
encuentran diferencias significativas entre los indices de diversidad, cuando se
comparan los indices de Shannon correspondientes a las genotecas con los obtenidos a
partir de la secuenciacion masiva mediante Illumina y al comparar los indices de
Equidad obtenidos a partir de los perfiles de DGGE y los pertenecientes a las
genotecas. Los valores de riqueza de espécies mds elevados corresponden a los
obtenidos mediante secuenciacién masiva, al igual que los correspondientes a
genotecas siempre son superiores a los de DGGE. Solo hay una excepcién en que el
indice de Equidad, es superior en DGGE y en genotecas que en lllumina (Tabla 4.21). En
cuanto a los indices de diversidad del micobioma el Unico cambio con respecto al
bacterioma es que tampoco hay diferencias significativas entre DGGE e lllumina
respecto del indice de Shannon. La baja riqueza obtenida a partir del analisis mediante
DGGE es debida, tal y como mencionaban los autores en la propia descripcién de la
DGGE, a que no es posible identificar aquellos miembros de la comunidad que estén
presentes en una abundancia inferior al 1%°°. Asi pues, se puede concluir que cada
herramienta que hemos utilizado nos mas resolucién que la anterior, pero esa
reduccion en la Equidad nos sugiere que Illlumina magnifica las diferencias entre los
OTUs, y que los que son mas abundantes en la muestra original, estan

sobrerrepresentados cuando utilizamos esta técnica.

En la tabla 4.22 estdn listados los géneros presentes en una abundancia superior al
10% para cada una de las metodologias utilizadas. La mayoria de los géneros
coinciden, en las diferentes técnicas, lo que nos indica que las tres metodologias
utilizadas constituyen una buena aproximacién para caracterizar los taxones
dominantes de una comunidad; no obstante, como era de esperar la secuenciacién
masiva mediante lllumina permite profundizar mas en el conocimiento de la diversidad
de aquellas poblaciones menos abundantes, a la vez que proporciona una potencia
estadistica superior. De los géneros bacterianos mas abundantes en las muestras de la

138

filosfera de ambos 4drboles, Yashiro vy colaboradores se referian a
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Methytlobacterium, Pseudomonas y Sphingomonas como tres de los géneros mas
abundantes en la filosfera de manzano. Esto coincide con los géneros mas abundantes
observados en este estudio cuando se utilizé la aproximacion mediante genotecas, la

misma que se utilizaron Yashiro y colaboradores.

Gracias a la utilizacién de estas tres metodologias se ha podido poner de manifiesto
gue la DGGE es una técnica que permite el procesamiento agil de una gran cantidad de
muestras, y una buena aproximacién para valorar la afiliacion filogenética de los
grupos taxonémicos abundantes y valorar los cambios que experimentan a lo largo del
tiempo o en respuesta a cualquier tipo de perturbacidn. Las técnicas de secuenciacion
masiva, en este caso lllumina, nos confiere una profundidad taxondmica mucho mayor,
y nos permiten detectar microorganismos que nunca antes se habian encontrado en la
filosfera de arboles frutales, asi como microorganismos que hasta el momento no se
han podido aislar (2,17% de secuencias no clasificadas, que pertenecen a 2028 OTUs,
tabla 4.12)1%°, ademads aporta robustez estadistica a los analisis'’%, pero por su coste
algo mas elevado y la dificultad de poder manejar una cantidad ingente de secuencias
la hace una técnica no recomendable para experimentos con muchas réplicas. Una
combinacion de ambas técnicas podria ser una buena aproximacion a disenos
experimentales que comportan el analisis de un elevado numero de muetras, de
manera que la DGGE se aplicaria inicialmente para medir las diferencias existentes
entre ellas, a nivel de composicién taxondmica, y como técnica de cribado para
determinar que muestras son mas relevantes para luego proceder a una secuenciacién
masiva de las mismas. En ultimo lugar, las genotecas resultan un paso intermedio, que

ni es tan barato y rapido como la DGGE, ni tan profundo como la secuenciacion masiva.
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Tabla 4.21 Comparacion de los indices de diversidad obtenidos para cada una de las tres técnicas moleculares utilizadas para el estudio de la filosfera del manzano y peral.

a) comunidad bacteriana b) comunidad fungica

a) Shannon Riqueza Equidad Chao

DGGE Genoteca lllumina DGGE Genoteca lllumina DGGE Genoteca lllumina Genoteca lllumina

Brotacion 153 3,20 7,33 40 0,762 0,863 69

Prefloracion 1,56 3,40 10,50 55 0,665 0,861 80

Floracion 1,50 2,50 7,67 42 0,747 0,673 65

Manzano Postfloracien 1,37 2,70 7,17 46 0,697 0,716 80

c“af’:f't‘:)de' 1,38 1,10 8,17 7 0,683 0,570 7

Mad”f:ict':" del 100 230 3,67 19 0,771 0,781 30
Brotacion 1,78 3,20 2,75 9,33 42 2884 0,800 0,854 0,345 61 10.878
Prefloracién 1,77 4,00 3,77 8,383 85 5216 0,813 0,902 0,440 174 13.788
Floracion 1,58 4,20 489 9,67 88 5282 0,699 0,927 0,570 249 16.305
peral  Postfloracién 166 3,40 450 9,00 66 6526 0,756 0,823 0,452 181 15.724
c“af’fft‘;de' 1,33 1,50 402 7,50 17 4388 0651 0,524 0,512 31 13.813
Mad"frrzct';’" del 177 190 3,66 9,00 24 3333 0,805 0,590 0,480 77 10.719
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b) Shannon Riqueza Equidad Chao
DGGE Genoteca lllumina DGGE Genoteca lllumina DGGE Genoteca Illlumina Genoteca lllumina

Brotacion 161 3,75 8,33 65 0,767 0,898 324
Prefloracion 1,57 3,06 9,50 42 0,696 0,820 80
Floracién 1,95 2,93 1467 39 0,735 0,800 60
Manzano Postfloracién 1,99 2,42 15,83 40 0,720 0,657 103
Cvajadodel o) 3 1567 43 0,671 0,684 70
fruto
Maduraciondel | o, o) 1450 39 0,739 0,776 54
fruto
Brotacién 153 243 163 11,17 32 439 0,633 0,701 0272 66 953
Prefloracion 1,32 2,67 153 1017 28 320 0570 0803 0271 42 1.005
Floracién 1,54 2,56 1,97 9,83 44 720 0,68 0,678 0,309 89 2.875
peral  Postfloracion 1,40 2,94 1,89 7,83 51 1.427 0,691 0,747 0,265 162 5.652
c“af’f:t‘;de' 1,53 2,26 2,97 817 30 1125 0,738 0,720 0,439 48 3.893
Mad”f:ict':" del 181 214 2,47 12,50 32 654 0718 0,619 0,381 49 1.384

Tabla 4.22 Géneros presentes con mas de un 10% de abundancia relativa para cada una de las tres técnicas moleculares utilizadas para el estudio de la filosfera del

manzano y peral.

Poblacién DGGE Genotecas lllumina
Pseudomonas Pseudomonas Deinococcus
Sphingomonas Methylobacterium Sphingomonas
Bacterias Sphingomonas
Pantoea
Hymenobacter
Hongos Cladosporium Cladosporium Vishniacozyma
Cryptococcus Vishniacozyma Cladosporium
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4.2.2 Elcore de la filosfera de arboles frutales de pepita

En 2012, Vorholt realizd una revisidon sobre el microbioma de la filosfera®!, donde
centraba la atencién en la diversidad bacteriana, ya que la mayoria de estudios
realizados hasta el momento estaban focalizados en este grupo de microorganismos.
En dicha revisidn se compara la filosfera de varias especies vegetales y se concluye que
las Alphaproteobacteria constituyen la mayor parte de las poblaciones bacterianas de
la filosfera (un 70%), seguidos por Gammaproteobacteria, Actinobacteria vy
Bacteroidetes. Si comparamos dichos resultados con los obtenidos en este estudio,
donde se ha caracterizado la comunidad bacteriana y fungica de dos especies de
arboles frutales, Malus domestica y Pyrus communis, podemos observar que las
bacterias mayoritarias detectadas mediante el analisis de DGGE y genotecas (tablas
4.22 y 4.23) coinciden con los datos reportados en dicho articulo, pero no sucede lo
mismo cuando se utiliza una tecnologia de secuenciacién masiva (lllumina Miseq) ya
gue en este caso el género mas abundante detectado es Deinococcus que forma parte
del core del bacterioma del peral. El filo Deinococcus-Thermus se habia hallado en
porcentajes inferiores al 10% en la mayor parte de la filosfera de arboles del estudio
realizado por Redford'’?, y también en estudios realizados concretamente en las flores

de manzanol’2.

Hoy en dia hay consenso sobre que Methylobacterium y Sphingomonas son

173-176 - 3demds son

abundantes en la filosfera de una amplia variedad de plantas
beneficiosos para estas, ya sea produciendo fitohormonas o fijando elementos
solubles utiles!’’~179, Estos estudios acostumbran a ser fotos fijas en un momento
concreto del desarrollo del vegetal. En algunos de estos estudios se detecta
Deinococcus, pero siempre en unos porcentajes del 3-5%. Los resultados obtenidos en
este estudio permiten afirmar que Methylobacterium y Sphingomonas son parte
importante de la microbiota peral y manzano y que estan presentes durante todo el
ciclo fenolégico del arbol. Sin embargo, también se ha identificado el género

Deinococcus (filo Deinococcus-Thermus), presente a lo largo de todo el ciclo, y siempre

en porcentajes por encima del 13%, llegando a representar el 47% en el estadio de
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brotacion (Tabla 4.13). Diferentes especies de Deinococcus poseen una gran resistencia
a la radiacién UV'&, y esta podria ser una de las causas de esos elevados porcentajes.
Asi pues la diferencia mas notable con el trabajo de Vorholt seria la consideracién del
género Deinococcus como microorganismo mayoritario en la filosfera de vegetales,
una posible explicacion a esta diferencia puede deberse a la técnica empleada o al

sesgo de la PCR18%,

Los resultados obtenidos respecto del micobioma muestran que los hongos mas
abundantes coinciden con los que forman parte del core en genotecas e lllumina:
Cladosporium y Vishniacozyma, uno de cada filo dominante (tabla 4.23 b). Diferentes
articulos hacen referencia a una alta presencia de Cladosporium, Alternaria y
Vishniacozyma en el micobioma de la filosfera de diversas plantasl’>182183
Vishniacozyma ha mostrado una correlacidn negativa con Alternaria‘®?, genero
conocido por contener especies parasitas de plantas®, ademdas es un posible
productor de antibidticos!®®>. En el core obtenido a partir del andlisis mediante
genotecas se detecta a Aureobasidium proteae, este reside en el mismo clado que
Aureobasidium pullulans y son considerados sinénimos!®. Es un hongo que se ha
encontrado en la filosfera de plantas'®”18, se trata de uno de los mas prometedores
agentes de biocontrol utilizados en la proteccidén de plantas, particularmente contra

enfermedades postcosecha'®”,189-192,

Los resultados obtenidos para el core de los dos arboles frutales coinciden con los
microorganismos que ya se habian descrito previamente en la bibliografia®-'38. Pero,
ademads, en base a los resultados obtenidos en este trabajo se puede afirmar que es
estos taones se mantienen a lo largo de todo el ciclo fenolégico del arbol. Con Ila
variable, aportada en este estudio, de un nuevo género integrante del core del
microbioma de Pyrus communis, Deinococcus.Cuya abundancia relativa a lo largo del

ciclo vegetativo del peral oscila entre el 12,82-47,13%.
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Tabla 4.23 Géneros/especies que constituyen el core del bacterioma (a) y el micobioma (b) de la filosfera

peral y manzano

a)

. , Genoteca lllumina
Filo Género

Total Manzano Peral Peral

. Methylobacterium

Proteobacteria .
Sphingomonas
Deinococcus-Thermus Deinococcus
b)
Genoteca lllumina
Filo Especie*

Total Manzano Peral Peral

Alternaria spp
Aureobasidium proteae

Ascomycota Cladosporium spp
Dothideomycetes
Vishniacozyma spp

Basidiomycota Vishniacozyma

tephrensis
en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie se ha clasificado con el taxén
mas especifico

4.2.3 Cambios en la estructura de la comunidad microbiana de la filosfera

de arboles frutales de pepita a lo largo de su ciclo fenolégico

Hemos observado diferencias significativas a nivel de comunidad microbiana entre los
diferentes estadios del ciclo fenoldgico de los arboles objeto de estudio (Figura 4.2), o
entre agrupaciones de dichos estadios (Figura 4.6). Las agrupaciones que se establecen
difieren un poco en funcion de si analizamos el micobioma o el bacterioma, pero hay
una serie de pautas compartidas. Asi pues, brotacién y prefloracién acostumbran a
agruparse vy ser significativamente (p<0,05) diferentes de postfloracion y cuajado del
fruto, siendo la fase de floracion como una etapa de transicién entre las etapas
iniciales y las finales del ciclo. En Populus deltoides se han descrito sucesiones
bacterianas de una forma ciclica que recuerda al modelo circular propuesto en este
trabajo®?, si bien, en dicha investigacién se estudiaba Unicamente el bacterioma y el
muestreo era mensual, no ligado a las diferentes fases del desarrollo fenolégico del
arbol. Por otro lado, cabe resaltar que el estadio fenoldgico de maduracidn del fruto es
el que presenta un microbioma mas distinto al resto de estadios.
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Dinamica de las poblaciones bacterianas

En el bacterioma de peral y manzano los distintos estadios del ciclo fenoldgico suelen
agruparse en 2 o tres clusters. Por una parte, podemos encontrar las etapas
intermedias floracidn, postfloracién y cuajado del fruto formando un grupo y las fases
iniciales de brotacion y prefloracidon agrupadas o no con la etapa final de maduracién

del fruto.

Los géneros mas abundantes de las etapas intermedias, detectados a partir del andlisis
mediante DGGE (comunicacidon personal de Jordi Escolano) y genotecas (tabla 4.5 y
4.6) son Pseudomonas y Enterobacter, sin embargo, mediante lllumina la aparicion del
filo Deinococcus-Thermus con sus dos géneros, Deinococcus y Truepera, hace que los
anteriores estén en menor porcentaje del esperado teniendo en cuenta los resultados
de las técnicas anteriores. Aunque miembros de la familia Enterobacteriaceae
aparecen como taxones destacados en etapas intermedias, segin LEfSe, no estan
entre lo biomarcadores de éstas. También en estas fases tienen gran relevancia los

Firmicutes siendo el género mas representado Clostridium.

Los géneros bacterianos mds caracteristicos del grupo constituido por las etapas de
brotacion, prefloraciéon y maduraciéon del fruto son Sphingomonas, Hymenobacter,
Methylobacterium y Massilia (tablas 4.5, 4.6, 4.13, 4.14 y 4.15). Methylobacterium y
Sphingomonas son dos géneros con funciones beneficiosas para las plantas (apartado
1.2.2). Massilia es un género capaz de solubilizar metabolitos necesarios para el

crecimiento de las plantas como el fosfato!®3.

El estadio de maduracién del fruto, si bien comparte la mayoria de los taxones con las
etapas de brotacidn y prefloracién, presenta cuatro géneros caracteristicos; Telluria,
Buttiauxella, Escherichia y Pantoea (tabla 4.15). Buttiauxella esta relacionada con la
supresion de Rhizoctonia solani*®*. Pantoea es un agente de control contra Erwinia
amylovora*®>. Erwinia amylovora es una Enterobacteria fitopatégena, conocida como
agente causal del fuego bacteriano?®, una enfermedad que afecta a la familia Rosaceae
(entre otras peral, manzano, nispero y membrillo) y que esta extendida

mundialmente®®, En Estados Unidos las pérdidas causadas por esta enfermedad se
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cifran en 100 millones de $ anuales'®’. El tratamiento que se utilizaba habitualmente,
es la aplicacion de antibidticos antes de que la infeccidn causara enfermedad®®®,
propiciando la seleccidn positiva de cepas resistentes'®® a dichos antibidticos, por ello
esta prohibido en la mayoria de los paises. Las medidas fitosanitarias actuales, segun el
gobierno de Espafia es la tala y destruccion inmediata de las plantas afectadas?®.
Como podemos observar en la tabla 4.24 |la abundancia de Erwinia y Pantoea en los
tres primeros estadios fenoldgicos es casi nula; en postfloracidon aparece Erwinia y a
partir de aqui Pantoea es seleccionada positivamente y empieza a disminuir
gradualmente Erwinia. Esta sucesidn natural podria ser modelizada, y adelantarnos a la

aparicién del patégeno inoculando Pantoea manera preventiva.

Tabla 4.24 Porcentajes de abundancia relativa de los géneros Erwinia y Pantoea epresada en porcentaje

a lo largo del ciclo fenoldgico del Peral, técnica utilizada: Illumina MiSeq.

Género Brotacion Prefloracion Floracion Postfloracion Cuajado del fruto Maduracion
del fruto

Erwinia 0,0084 0,0025 0,0000 2,1099 1,4457 0,7430

Pantoea 0,0015 0,0083 0,0015 0,0299 0,1443 2,0496

Dindmica de las poblaciones fungicas

Los dendrogramas correspondientes a los resultados obtenidos mediante genotecas
(Figura 4.3) y, a partir de los datos de secuenciacidn masiva (Figura 4.6), siguen una
agrupacion similar, consistente en dos grupos, uno inicial con los estadios de
brotacion, prefloracién y floracion, separado del resto de fases, y que incluye las
etapas de postfloracién, cuajado y maduracion del fruto. La diferenciacion entre estos
dos grupos es debida al cambio de filo representativo, que, en las fases iniciales, es el
filo Basidiomycota, mientras que en el resto es el filo Ascomycota (Tabla 4.17 y figura

4.7).

Entre los géneros pertenecientes al filo Basidiomycota que pueden considerarse
biomarcadores del grupo inicial, el mds representativo es Vishniacozyma, al cual
pertenecen el 100% de las secuencias representativas, segin LEfSe (Tabla 4.17). En
cambio, en el grupo de postfloracidn, cuajado y maduracién del fruto, el protagonismo

estd mas compartido (Tabla 4.17). Alternaria es el biomarcador mas abundante segun
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LEfSe (Tabla 4.19), ademds forma parte del core de este grupo. Otro género que

cumple las dos condiciones es Filobasidium, perteneciente al filo Basidiomycota.
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Capitulo 4. El microbioma de la filosfera de peral y manzano: variaciones a lo largo del desarrollo fenolégico del

arbol
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Capitulo 5. Caracterizacion de la microbiota bacterianay
fungica de distintos suelos supresivos y conductivos

frente a Meloidogyne spp
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En este capitulo se ha caracterizado la diversidad microbiana de diferentes suelos
agricolas supresivos para el nematodo Meloidogyne spp, un endoparasito de las raices
de numerosas especies vegetales inductor de la formacién de agallas, en comparacién

con suelos conductivos para esta enfermedad.

Esta investigacion se ha realizado en colaboracion con el grupo de Enginyeria
Agroalimentaria y Biotecnologia, de la UPC (campus de Castelldefels) dirigido por el Dr.
Sorribas. El equipo de la UPC ha llevado a cabo la valoraciéon de de todos los
parametros relacionados con la infectividad de Meloidogyne spp (contaje de huevos,
agallas, parasitismo...); mientras que el analisis de la diversidad microbiana de los
diferentes suelos supresivos y conductivos para la enfermedad ha sido llevada a cabo
en el seno de nuestro grupo de investigacién. Este trabajo se enmarca dentro de una
colaboracién previa, donde se realizé una prospeccion preliminar sobre la respuesta de
distintos suelos de Catalunya frente a Meloidogyne®®!. En el actual estudio se han
ampliado los analisis para corroborar el status de cada suelo frente a Meloidogyne spp
y establecer la importancia de la microbiota del suelo en la supresividad en presencia
de un cultivo susceptible al patdégeno. El objetivo final del presente estudio es la
busqueda de una alternativa a los medios utilizados habitualmente para el control de
nematodos patégenos como son las fumigaciones y el uso de pesticidas?3. La Directiva
Europea 2009/128/EC recomienda reducir ambos tratamientos, proponiendo el uso de
alternativas biolégicas como son el uso de antagonistas o potenciadores de

crecimiento: en definitiva, el uso de microorganismos beneficiosos para las plantas.

En este apartado se describen los resultados obtenidos en relacion a la caracterizacion
de la microbiota bacteriana y flngica de suelos supresivos y conductivos para
nematodos noduladores de raices, del inglés Root-Knoot Nematodes (RKN),
concretamente Meloidogyne spp. El objetivo es comparar la microbiota caracteristica
de ambas tipologias de suelos, asi como establecer el microbioma core de cada uno de
ellos. Estos datos nos permitiran establecer que microorganismos son caracteristicos
de suelos supresivos, que no aparezcan en suelos conductivos, y que por lo tanto
puedan ser considerados biomarcadores de los primeros. Estos resultados seran de

gran interés para poder potenciar la presencia de dichos microorganismos como
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alternativa a las estrategias tradicionales antes mencionadas, perjudiciales con el
medio ambiente, en pro de una agricultura sostenible y respetuosa con las buenas

practicas agricolas que respeten el entorno.

5.1 Resultados

5.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas y capacidad supresiva de los

diferentes suelos estudiados

A continuacién, se muestran los datos correspondientes a las caracteristicas
fisicoquimicas de los diferentes suelos estudiados (Tabla 5.1) y los pardmetros
relacionados con la infectividad del nematodo objeto de estudio, Meloidogyne spp
(Tabla 5.2). Las muestras de Kyoto, Hidalgo y Castella pertenecen a campos de cultivo
que estan en invernaderos, en cambio Noé estd al aire libre y se sitia mas al Norte que
el resto. Como se puede ver, el indice de parasitismo de los huevos es mucho mds bajo
en el caso de las muestras de Noé, poniendo de manifiesto el caracter conductivo de
este suelo en comparacién con el resto que serian supresivos para el crecimiento de

dicho nematodo.

A partir de los datos de infectividad del nematodo y de parasitismo del mismo, asi
como los resultados obtenidos en investigaciones previas?®!, se puede concluir que los
suelos de las parcelas Castella, Hidalgo y Kyoto son suelos supresivos y el
perteneciente a Noé, es conductivo. En el caso de la parcela Kyoto, inicialmente se
escogio porqué en estudios previos se observé que era un suelo conductivo, pero los
resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto que en la actualidad se trata

de un suelo supresor y asi lo consideraremos a partir de ahora.
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Tabla 5.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos objeto de estudio.

Parametros fisico-quimicos Castella Noé Hidalgo Kyoto
Boro (mg/Kg) 5,33 0,75 1,12 1,21
Calcio de cambio (meq/100g) 14,88 9,98 18,16 15,89
Calcio Disponible (meqg/100g) 14,7 10,74 18,99 16,96
Caliza Activa (% CaCO3) 4 3,8 4,1 5,1
(CIC) (meq/100g) 14,06 12,22 25,7 22,89
Cobre (mg/Kg) 2,5 28,77 2,5 2,5
CE (Extracto 1/5) (1S/cm a 202C) 516 332 1069 415
Fésforo Disponible (mg/Kg) 247,47 86,92 75,79 80,19
Hierro (mg/Kg) 5 79,72 5 5
Magnesio de cambio (meq/100g) 4,8 1,41 2,97 2,21
Magnesio Disponible (meq/100g) 4,43 1,58 3,66 2,72
Manganeso (mg/Kg) 92,44 54,26 2,5 2,5
Materia Orgénica Oxidable (%) 4,38 2,5 2,5 4,29
Nitrogeno Dumas (mg/Kg) 2388,7 1824,9 1497,7 2209,8
pH 8,17 7,77 8,12 8,32
Potasio de cambio (meq/100g) 1,47 0,35 0,67 0,62
Potasio Disponible (meq/100g) 1,67 0,43 0,69 1,05
Relacion C/N 10,64 7,94 9,68 11,26
Sodio de cambio (meq/100g) 0,57 0,36 0,54 0,37
Sodio Disponible (meq/100g) 1,85 0,54 3,17 0,62
Zinc (mg/Kg) 7,19 24,52 2,5 2,5
Textura
Arena (%) 33 67 68 53
Arcilla (%) 29 19 32 18
Limo (%) 38 14 0 29
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Tabla 5.2 Densidad poblacional de Meloidogyne spp en el momento inicial (siembra) y el final
(recoleccidn), indice de agallas, numero de huevos en las raices, y porcentaje de parasitismo fungico de

los huevos en los diferentes suelos en las fechas de siembra y recoleccién.

Juveniles / 250

indi H 102 H
Lugar  Cultivo  Fechas cm? de suelo ndice de uevos (x10 ?/ uevos
— - gallas gramo de raiz parasitados (%)
Inicial Final
. 02/2015-
+ + + + +
Calabacin 07/2015 402159 1619 310,2 56,1+7,8 17,043,2
07/2015-
+ + + +
Castell Acelga 11/2015 1619 912 2,410,2 0,14+0,03 NM
astella
. 07/2015-
+ + + +
Espinacas 11/2015 1619 4+4 20,2 010 NM
. 03/2016-
+ + + + +
Calabacin 07/2016 814 716 2,840,1 14,940,9 11,242,4
. 03/2015-
+ + + + +
Berenjena 07/2015 1616 2011 0,5+0 3,1+0,4 35,914,4
11/2015- *
i + + +
Hidalgo Lechuga 02/2016 239+63 118+39 2,240,2 0,5+0,2 NM
02/2016-
+ + + + +
Tomate 07/2016 118439 35%11 3,910,1 41,4+2,7 21,7%£2,8
02/2015-
+ + + + +
Tomate 07/2015 55+18 42+17 8,3+0,2 3146,9 24,8+5,5
, 08/2015- *
+ + + +
Kyoto Rabano 11/2015 42417 24114 0,47+0,1 1,5+0,2 NM
, 03/2016- N N «
+ +
Sandia 07/2016 24114 3+2 MP MP NM
. 04/2015-
+ + + + +
’ Calabacin 08/2015 612 0+0 1,310,2 2,51 0,8+0,7
Noe 11/2015-
+ + A Y *
Haba 06/2016 54+18 24+13 MP MP NM

*NM: no se realizé6 muestreo
“NP: Muestreo posterior a la recoleccién

5.1.2 Analisis de la diversidad microbiana de los distintos suelos infestados

con Meloidogyne spp

Se ha realizado un analisis de la microbiota bacteriana y fungica asociada a ambas
tipologias de suelos, supresivos y conductivos, para Meloidogyne spp, en diferentes
épocas del ano y con diferentes cultivos de hortalizas. En este caso, se hizo una
primera aproximacién mediante DGGE para determinar si existian tales diferencias y
ver si habia patrones de similitud dentro de los suelos supresivos para el nematodo
fitopatdgeno, y después en base a los resultados obtenidos, se seleccionaron las

muestras mas representativas para realizar un estudio en profundidad de la estructura

117



de las poblaciones bacterianas y fungicas (diversidad alfa y beta), mediante Illumina

MiSeq.

Estructura y dinamica de las poblaciones bacterianas y fungicas a lo largo de un

ciclo anual

En las figuras 5.1 y 5.2 se muestran los perfiles de DGGE obtenidos, para la comunidad
bacateriana y fungica, respectivamente. En el caso de los hongos se escindieron 141
bandas que fueron amplificadas de nuevo y 132 fueron secuenciadas por Macrogen®.
En el caso de bacterias y debido a la complejidad del patrén de bandas presentes en la
DGGE, no se pudieron recuperar bandas discretas con calidad suficiente como para

proceder a su secuenciacion.

Los patrones de bandas obtenidos por DGGE se analizaron mediante el programa
informdtico InfoQuest® (véase apartado 2.4.1), con el objetivo de conocer la
heterogeneidad de las comunidades microbianas de un determinado suelo, el grado de
similitud de los distintos suelos a nivel de composicién bacteriana y fungica, asi como
su evolucion a lo largo del tiempo. Finalmente, también se determind la afiliacién
filogenética de las poblaciones fungicas y su abundancia relativa a través de la

secuenciacion de las bandas recuperadas de los geles.

En la figura 5.3 se puede observar como tanto en el caso de bacterias, como en
hongos Noé queda separado del resto de las muestras, 81,6% y 84,8% de diferencia
para bacterias y hongos respectivamente, hecho que es previsible al ser el Unico suelo
conductivo, ademas de tener un sistema de produccion diferente. A continuacion, en
el caso de bacterias, los suelos Castella e Hidalgo, que inicialmente eran supresivos,
estan mas cercanos. Las muestras correspondientes al suelo de la parcela Kyoto, que
como ya hemos comentado se trata de una parcela clasificada como conductiva en
trabajos previos y ha acabado comportdandose de forma supresora, aunque forma
parte del cluster de primer orden junto con Castella e Hidalgo, se deferencia
claramente de ambos. En cambio, en el caso de las poblaciones fungicas vemos que
dentro del cluster de primer orden correspondiente a los suelos supresivos, Hidalgo y

Kyoto presentan una mayor similitud entre ellos en comparacién con Castella. Dado
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que las parcelas de Hidalgo y Kyoto son colindantes, en el caso de las poblaciones
fungicas, las caracteristicas edaficas y ambientales tendrian mas peso en la

composicidn de las poblaciones fungicas.

Cac C4b (42 (C3c (C3b (C3a C2c C2b (C2a Cic Cib
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Figura 5.1 Perfiles de DGGE de las comunidades fungicas de los suelos analizados, obtenidos a partir de
la amplificacion de fragmentos del ITS. a) Perfil de las muestras de Noé, b) Perfil de las muestras de
Castella, c) Perfil de las muestras de Hidalgo, d) Perfil de las muestras de Kyoto. Los numeros
corresponden a las bandas escindidas para su posterior secuenciacién. M: marcador Cada muestra se
identifica con un cddigo de tres caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H:
Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé), el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron los muestreos

(1, 2,3y4) (tabla 3.4) y el tercero son las tres réplicas procedimentales de cada muestra (a, b y c).
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Figura 5.2 Perfiles de DGGE de las comunidades bacterianas de los suelos analizados, obtenidos a partir
de la amplificacion de fragmentos del RNA ribosémico 16S. a) Perfil de las muestras de la parcela
Castella, b) Perfil de las muestras de la parcela Hidalgo, c) Perfil de las muestras de la parcela Kyoto, d)
Perfil de las muestras de la parcela Noé, e) Perfil de aquellas muestras que en los geles a, b, cy d,
presentan una baja resoluciéon. M: marcador. Cada muestra se identifica con un cddigo de tres
caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé), el segundo
se corresponde con la fecha en la que se realizaron los muestreos (1, 2, 3 y 4) (tabla 3.4) y el tercero son

las tres réplicas procedimentales de cada muestra (a, b y c).
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Capitulo 5. Caracterizacion de la microbiota bacteriana y fungica de distintos suelos supresivos y conductivos frente

a Meloidogyne spp

Figura 5.3 Dendrogramas realizados a partir de los perfiles DGGEs bacterianos (a) y fungicos (b). Verde:
Hidalgo, lila: Castella, Turquesa: Noé, Salmon: Kyoto. Cada muestra se identifica con un cédigo de tres
caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé), el segundo
se corresponde con la fecha en la que se realizaron los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4) y el tercero son

las tres réplicas procedimentales de cada muestra (a, b y c).

En los NMDS (Figura 5.4) vemos una agrupacién similar a la mostrada en los

dendrogramas. Las muestras correspondientes a los perfiles de DGGE bacterianos de la
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parcela Noé se situan muy dispersas en el espacio geométrico, lo que evidencia una
gran heterogeneidad tanto entre los diferentes muestreos realizados en el suelo esta
parcela, como cuando se comparan las diferentes réplicas de los mismos. En el caso de
fungicas se observa un solapamiento entre las muestras de las parcelas Castella y
Hidalgo, los cuales ya inicialmente exhibian un comportamiento supresivo para el

nematodo Meloidogyne spp.

Las tablas 5.3 y 5.4 muestran los indices de diversidad (Shannon, Riqueza y Equidad)
para las poblaciones de bacterias y hongos, respectivamente. Se puede observar una
diversidad menor en las muestras correspondientes a la comunidad fungica en
comparacion con la bacteriana. Ademas, se ha de destacar que los indices para la

parcela Noe son menores que los del resto de suelos estudiados.

Tabla 5.3 indices de diversidad obtenidos a partir de los perfiles de DGGE de la comunidad bacteriana.

Suelo Shannon* Riqueza* Equidad*
Castella 3,072 0,189 26,417 4,480 0,943 10,018
Hidalgo 2,902 +0,135 21,417 £2,957 0,951 0,022

Kyoto 2,937 0,165 22,667 4,497 0,949 10,019

Noé 2,596 0,409 16,917 15,979 0,947 10,016
* Media + desviacion estandard de todos los muestreos y sus réplicas

Tabla 5.4 indices de diversidad obtenidos a partir de los perfiles de DGGE de la comunidad fingica.

Suelo Shannon* Riqueza* Equidad*
Castella 2,356 0,366 16,500 5,140 0,854 +0,056
Hidalgo 2,240 +0,189 16,417 12,660 0,804 +0,044

Kyoto 2,161 0,314 15,667 +3,266 0,788 0,059

Noé 1,860 0,252 11,417 2,783 0,775 0,056
* Media + desviacion estandard de todos los muestreos y sus réplicas

El analisis estadistico del contraste de medias de los distintos indices de diversidad
mediante la prueba de t de Student muestra que de la parcela Noé tiene unos indices
de diversidad significativamente inferiores (p<0,05), si los comparamos con los suelos
de las pacelas Castella, Hidalgo y Kyoto, supresivos para el nematodo objeto de
estudio, tanto para poblaciones bacterianas, como para las fungicas (Tabla 5.5 a y b).
De igual manera, si realizamos el andlisis conjunto de todos los valores de las muestras
de suelos supresivos y las comparamos con los de la parcela Noé, el Unico suelo
conductivo, los correspondientes a este ultimo también son significativamente

inferiores (p<0,05) (Tabla 5.5c).
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Figura 5.4 Andlisis de escalamiento multidimensional no paramétrico (NMDS) de las comunidades
bacterianas (a) y fungicas (b) de los diferentes suelos estudiados, obtenidos a partir de los perfiles de
DGGE, y calculado a partir de la matriz de similitud de Bray-Curtis. Estrés 2D: 0,073. Cada muestra se
identifica con un cddigo de tres caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H:
Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé), el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron los muestreos

(1, 2,3y4) (tabla 3.4) y el tercero son las tres réplicas procedimentales de cada muestra (a, b y c).
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Tabla 5.5 Tabla con los resultados de la prueba t de Student comparando los indices de diversidad de los

diferentes suelos. a) poblaciones bacterianas b) poblaciones fungicas c) comparacion del conjunto de

todos los suelos supresivos (Castella, Hidalgo y Kyoto) con el suelo conductivo (Noé).

a) Castella Hidalgo Kyoto
Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
Noé 0,003 0,000 0,572 0,034 0,040 0,694 0,024 0,033 0,872
Kyoto 0,122 0,087 0,523 0,615 0,475 0,839
Hidalgo 0,024 0,005 0,393
b) Castella Hidalgo Kyoto
Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
Noé 0,001 0,010 0,003 0,001 0,000 0,195 0,032 0,006 0,628
Kyoto 0,238 0,690 0,023 0,505 0,588 0,518
Hidalgo 0,365 0,962 0,028
c) Shannon | Riqueza | Equidad
Bacterias | 0,0095 0,0006 0,9472
Hongos | 0,0002 0,0007 | 0,0126

Las comparaciones resaltadas en negrita y sombreado son las que presentan diferencias significativas

(p<0,05)

La tabla 5.6 muestra el analisis estadisitco mediante la prueba de t de Student de los

indices de diversidad correspondientes a los distintos muestreos dentro de una misma

parcela. Los resultados revelan una mayor homogeneidad en las muestras procedentes

de la parcela Noe en comparacidn con el resto de parcelas objeto de estudio, cuyos

indices de diversidad sén mds heterogéneos. Estos resultados contrastan con los

resultados obtenidos a partir del analisis de escalimiento multidimensional no

paramétrico (NMDS) (figura 5.4), donde justamente Noé es el que presenta unos

perfiles de DGGE mads heterogéneos, aun teniendo unos indices de diversidad mas

homogéneos.
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Tabla 5.6 Tabla con los resultados de la prueba t de Student comparando los diferentes momentos de

recogida de muestra de la misma parcela. a) poblaciones bacterianas b) Poblaciones flungicas.

a) c1” c2" c3"

Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
C4 | 0,0158 | 0,0041 | 0,1273 | 0,3917 | 0,0232 | 0,0146 | 0,4306 | 0,0890 | 0,0381
C3| 0,0030 | 0,0890 | 0,0381 | 0,9405 | 0,1012 | 0,1562
C2 | 0,0022 | 0,0232 | 0,0146

H1" H2" H3"

Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
H4| 0,0014 | 0,0018 | 0,1766 | 0,0801 | 0,0577 | 0,2024 | 0,3123 | 0,0907 | 0,5097
H3| 0,0015 | 0,0001 | 0,1535 | 0,0625 | 0,0030 | 0,2121
H2 | 0,0307 | 0,0252 | 0,5182

N1 N2" N3"

Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
N4 | 0,0413 | 0,0275 | 0,8714 | 0,1224 | 0,1382 | 0,9391 | 0,6805 | 0,3921 | 0,1978
N3 | 0,4593 | 0,5062 | 0,0890 | 0,5896 | 0,6524 | 0,1617
N2 | 0,6715 | 0,8707 | 0,7800

K1 K2"

Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
K3 | 0,0508 | 0,0139 | 0,0250 | 0,0226 | 0,0093 | 0,0212
K2 | 0,5642 | 0,6675 | 0,5710

b) c1" c2" c3"

Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
C4| 0,4748 | 0,1933 | 0,8131 | 0,0076 | 0,0007 | 0,4376 | 0,1639 | 0,0619 | 0,3314
C3| 0,3384 | 0,3809 | 0,3024 | 0,8923 | 0,2508 | 0,2152
C2| 0,0931 | 0,0402 | 0,6526

H1" H2" H3"

Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
H4| 0,0009 | 0,0739 | 0,0046 | 0,2678 | 0,4981 | 0,0080 | 0,0174 | 1,0000 | 0,0490
H3| 0,0032 | 0,0158 | 0,0181 | 0,8227 | 0,4676 | 0,0525
H2| 0,0867 | 0,1708 | 0,2241

N1" N2" N3"

Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
N4 | 0,5918 | 0,0078 | 0,5660 | 0,6360 | 0,9263 | 0,0434 | 0,2959 | 0,2417 | 0,6727
N3| 0,5491 | 1,0000 | 0,3655 | 0,3203 | 0,6072 | 0,0038
N2 | 0,4964 | 0,5943 | 0,2851

K1 K2"

Shannon | Riqueza | Equidad | Shannon | Riqueza | Equidad
K3 | 0,5526 | 0,8875 | 0,3693 | 0,0222 | 0,0390 | 0,0416
K2'| 0,0315 | 0,0434 | 0,0416
En negrita y sombreado los que tienen diferencies significativas (p<0,05).

"Cada muestra se identifica con un cédigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C:
Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron
los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4).

125



Variaciones en la composicidon taxondmica de las poblaciones fungicas a lo largo

de un ciclo anual

De las 132 bandas recuperadas y secuenciadas por Macrogen® (South Korea), 85
fueron seleccionadas para el subsiguiente analisis, después de la edicion con el
programa Bioedit sequence alighment editor©?%?, y de desechar las que estaban
contaminadas o eran demasiado cortas. La diversidad fungica detectada en el suelo de
las parcelas estudiadas incluye representantes de tres filos (Ascomycota,

Basidiomycota y Morteriellomycota) y 9 clases distintas dentro de estés (Tabla S5.2).

De la misma manera que en el apartado 4.1.1 a cada conjunto de bandas se le asigné la
afiliacion taxondmica correspondiente. Asi pues, para la comunidad fungica se ha
podido clasificar taxondmicamente el 78,56% de la intensidad total que presentan

todas las bandas del conjunto de geles.

El filo mas abundante en todas las parcelas estudiadas es Ascomycota representando
un 67,9% de la intensidad total, seguido del filo Morteriellomycota con un 6,43% y por
ultimo el Basidiomycota con un 4,23%. La abundancia relativa de las distintas familias
de hongos en los cuatro tipos de suelos estudiados se muestra en la figura 5.5. Se
puede observar como la familia Microascaceae es muy abundante (14-28%) en las dos
parcelas que inicialmente se consideraban supresoras, Castella e Hidalgo, siendo casi
inexistente en Noé (4%). Algo similar sucede con la familia Stachybotryaceae, la cual
constituye alrededor de un 10% en las parcelas Castella e Hidalgo y solo un 0,5% en
Noé. La familia Pyromantaceae estd ampliamente representada en los tres suelos
supresivos (22-43%) y casi ausente en Noé (3%). Sin embargo, pasa lo contrario con la
familia Cladosporiaceae que esta presente en la parcela Noé (5%) y practicamente
ausente (0-0,5%) en las muestras de suelos supresivos. Mortierellaceae también se
encuentra en una mayor proporcion en Noé (15%), que en el resto de parcelas (0,5-

7%).

En la tabla 5.7 se muestra la abundancia relativa de cada uno de los géneros
identificados, en cada una de las zonas de muestreo, y en cada momento. Podemos

observar que para cada parcela hay una gran heterogeneidad a nivel de composicién
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Capitulo 5. Caracterizacion de la microbiota bacteriana y fungica de distintos suelos supresivos y conductivos frente

a Meloidogyne spp

taxondmica cuando se comparan los diferentes momentos de muestreo, esto puede
deberse a la influencia a los cambios de los pardmetro ambientales?%?, asi como a la

influencia de las diferentes especies cultivadas sobre la diversidad de les poblaciones

LLE

fungicas.
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Figura 5.5 Abundancia relativa de las diferentes familias flngicas presentes en los diferentes suelos
estudiados analizadas mediante DGGE. Los tdxones destacados con un asterisco son aquellos que
muestran diferencias significativas (p<0,05) cuando se comparan las muestras de suelos conductivos con

las muestras de suelos supresivos
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Tabla 5.7 Abundancia relativa, expresada en %, de los diferentes géneros identificados a partir de las bandas de DGGE para cada uno de los momentos y de las zonas de

muestreo.
Noé Castella Hidalgo Kyoto
Género* 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3
Cladosporium 5,165 1,782 11,246 2,711 0,000 0,000 1,881 0,000 0,000 0,000 0,754 1,124 0,000 0,000 0,000
Pyronemataceae sin clasificar* 4,586 4,243 1,150 2,153 18,898 27,607 12,839 5,859 22,907 3,405 3,214 2,768 4,064 33,854 28,938
Trichophaeopsis* 0,000 0,000 0,895 1,673 1,825 4,052 2,960 9,341 32,501 14,168 25,033 14,305 23,774 17,688 30,401
Fusarium 11,964 10,948 33,035 21,209 10,909 16,825 25,539 15,825 2,369 1,021 4,996 7,014 5,727 14,040 1,928
Stachybotrys* 0,000 0,000 0,000 2,309 4,725 5990 9,305 11,604 0,000 11,789 5,948 9,290 0,000 1,050 0,000

Microascaceae sin clasificar 0,000 8,741 1,150 4,242 21,776 7,400 8,612 14,469 16,210 43,138 24,669 19,817 0,822 0,787 0,388
Ascomycota sin clasificar 4,307 17,389 36,933 4,410 12,649 16,385 12,463 6,214 10,087 6,066 7,689 13,743 23,882 21,086 15,268

Trametes 0,000 2,291 2,684 4,372 2470 0,000 0,000 5,503 0911 0,357 0,617 2,484 4,134 0,000 6,384
Solicoccozyma* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,419 0,000 0,693 1,446 0,000 0357 0,000 1,171 0,000 0,000 0,000
Saitozyma 3,968 0,000 0,000 0,000 0,966 0,000 5,543 0,000 1,112 0,000 0,000 2,868 0,000 0,000 0,000
Wallemia* 0,000 0,000 0,000 0,000 1,707 2,273 0,792 0,000 0,000 1,940 1,165 0,000 0,000 0,000 0,000
Mortierella 21,635 23,076 6,773 8,419 5,433 11,205 3,356 7,438 7,526 2,507 1,891 8451 0,000 0,656 0,475
Indeterminados 48,375 31,528 6,134 48,502 18,222 8,263 16,017 22,301 6,378 15,251 24,025 16,966 37,597 10,838 16,218

*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas especifico.

Los taxones con un asterisco son aquellos que muestran diferencias significativas (p<0,05) entre muestras de suelos conductivos y muestras de suelos supresivos.

Los tres tonos de gris distinguen los porcentajes (%) de secuencias, de 0,1 a 10, de 10,1 a 20, de 20,1 a 30 y por ultimo de 30,1 a 40; cada vez mas oscuros. Las celdas sin
sombreado son aquellas a las que no pertenece ninguna secuencia.
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Caracterizacion de la diversidad bacteriana y fungica de suelos supresivos

mediante lllumina MiSeq

Para cada uno de los suelos estudiados se seleccionaron dos momentos para llevar a
cabo la caracterizacion filogenética de las poblaciones microbianas que los integraban
mediante secuenciacion masiva a través la plataforma lllumina MiSeq. En todos los
casos se opté por escoger el primer y el Ultimo muestreo de cada parcela y se procedid
a unir los productos de PCR de las tres réplicas de cada uno, tanto en el caso de los
amplicones bacterianos como para los fungicos. Por lo tanto, las muestras analizadas
fueron: N1y N4 en el caso de Noé, C1 y C4 para Castella, H1 y H4 para Hidalgo y K1y
K3 para Kyoto.

Caracterizacion filogenética de las poblaciones bacterianas

La secuenciacion MiSeq generd 3.564.612 secuencias (tabla 5.8), después de filtrarlas,
de desechar las de mala calidad, y de eliminar las secuencias inespicificas que no
correspondian al taxdén estudiado (201.490 Archeas y 3.423 de organismos
desconocidos) quedaron 1.981.787 secuencias, que son las que utilizaron en el analisis.
Para construir la libreria de OTUs (Operational Taxonomic Unit) se tuvo en cuenta que
las secuencias que los integraban presentaran como minimo una similitud de un 97%,
lo que nos proporciond un total de 42.906 OTUs, desde 9.258 hasta 19.582 por
muestra. Con este nimero de OTUs y usando el 97% de similitud obtuvimos una
cobertura minima de 0,965. Las diferencias entre el nUumero de OTUs observados y el
indice Chao para las muestras de suelos supresivos son significativamente mas
elevadas que las observadas en el suelo conductivo (p<0,05), y en el caso del indice de
Shannon, el resultado es p=0,0510 lo que es practicamente significativo. Para los
futuros analisis de B-diversidad se utilizara el mismo numero de secuencias para todas
las muestras, para ello se igualaron todas las muestras a la que tenia menos, que es
174.517. Las secuencias que formarian parte de cada grupo fueron escogidas al azar.
En la figura 5.6 a) y b) se pueden ver respectivamente como las curvas de rarefaccion
practicamente llegan a la saturacién, tanto cuando consideramos todas las secuencias,

como para los subgrupos de 174.517 secuencias.
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Tabla 5.8 Numero de lecturas de lllumina MiSeq para bacterias, OTUs e indices de diversidad.

Muestra" Lecturasiniciales Lecturas procesadas OTUs Cobertura Shannon Chao

Cc1 344.770 174.517 11.932 0,970 7,377 18927,7
C4 394.963 198.230 11.696 0,976 7,282  18160,1
H1 436.755 226.522 12.191 0,977 7,125 19190,1
H4 369.249 182.322 13.582 0,965 7,424 23508,5
K1 486.408 258.895 11.941 0,982 7,143  18532,6
K3 398.114 221.072 11.322 0,980 7,154 17399

N1 733.370 527.544 9.258 0,995 7,05 13407,5
N4 400.983 192.685 9.978 0,978 7,079  16196,6

"Cada muestra se identifica con un cédigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C:
Castell3, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron
los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4).

El analisis de las secuencias nos permitié asignar un 80% de ellas a 23 filos (un 19,81%
no pudo asignarse a ningun filo) (tabla 5.9 y figura 5.7). Los filos dominantes (nimero
de secuencias superior a un 1%) son por orden de abundancia: Proteobacteria (22,94%
de media, 15,77-28,58%), Acidobacteria (21,65% de media, 13,39-31,27%),
Bacteroidetes (10,09% de media, 4,55-17,21%), Firmicutes (6,23% de media, 3,76-
13,01%), Verrucomicrobia (3,43% de media, 2,11-5,20%), Planctomycetes (2,32% de
media, 1,08-3,88%), Chloroflexi (1,58% de media, 1,00-2,71%) y Gemmatimonadetes
(1,30% de media, 0,57-2,36%) y por ultimo, las bacterias sin clasificar (19,81% de
media, 17,67-24,185). Las Acidobacterias, son significativamente mas abundantes en
suelos supresivos (p<0,05). Al contrario, Armatimonadetes y Chlamydiae exhiben una

abundancia relativa superior en los suelos conductivos.

En la tabla 5.10 podemos ver como los géneros mas abundantes en nuestras muestras
son dos pertenecientes a los grupos GP4 y GP6 del filo Acidobacteria. El género
Ohtaekwangia (Bacteroidetes) y los pertenecientes al subgrupo GP6 (Acidobacteria),
asi las secuencias pertenecientes al filo de las Actinobacterias sin clasificar son
significativamente mas abundantes en suelos supresivos que en conductivos. Por el
contrario, las especies del género Adhaeribacter estdn mas representados en suelos

conductivos que en suelos supresivos.
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Capitulo 5. Caracterizacion de la microbiota bacteriana y fungica de distintos suelos supresivos y conductivos frente

a Meloidogyne spp
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Figura 5.6 Curvas de rarefaccién correspondientes a

174.517 secuencias tras igualar la profundidad de
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todas las secuencias (a) y a los subgrupos de

lectura (b) pertenecientes a las poblaciones

bacterianas de los suelos supresivos y conductivos estudiados. Cada muestra se identifica con un cédigo

de tres caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé), el

segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4) y el

tercero son las tres réplicas procedimentales de cada muestra (a, b y c).
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Tabla 5.9 Numero de secuencias correspondientes de cada uno de los filos bacterianos considerando

todas las secuencias y desglosadas para cada una de las muestras analizadas mediante Illumina MiSeq.

Filo Total c1” ca” H1" H4" K1 K3" N1 Ng"
Proteobacteria 454507 37381 35893 35742 39478 63743 58011 150796 33463
Acidobacteria 429070 40524 46133 72111 42690 62967 53790 70659 40196

Bacteria sin clasificar 392624 36354 37746 46441 32223 53288 39886 100090 46596
Bacteroidetes 200055 12183 14952 13000 8294 21979 21715 90787 17145
Actinobacteria 188574 17996 19658 22226 19335 23741 20897 44625 20096

Firmicutes 123476 13174 23774 11508 23726 11868 9373 19859 10194
Verrucomicrobia 68006 6609 6295 8607 3853 7174 6597 18860 10011
Planctomycetes 45920 4595 6987 8792 5891 5100 3109 5682 5764
Chloroflexi 31377 1790 3599 4339 4262 3438 2218 6510 5221
Gemmatimonadetes 25739 2089 1492 1657 1034 2785 2684 12432 1566
Nitrospira 8613 1013 775 561 744 1252 1195 2394 679
Armatimonadetes 7032 305 482 845 369 622 794 2689 926
Latescibacteria (WS3) 2191 170 135 334 139 277 222 461 453
Chlamydiae 1848 177 80 68 117 201 116 892 197
Parcubacteria (OD1) 950 58 116 71 30 93 227 296 59
Deinococcus-Thermus 667 24 25 73 66 267 103 82 27
Sumerlaeota (BRC1) 583 52 71 130 47 64 113 66 40
Microgenomates (OP11) 280 1 0 1 1 3 2 251 21
Saccharibacteria (TM7) 135 13 11 6 21 31 20 6 27
Spirochaetes 75 5 4 9 1 2 0 51 3
Tenericutes 61 4 0 0 1 0 0 56 0
Chlorobi 2 0 1 1 0 0 0 0 0
Fusobacteria 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Absconditabacteria (SR1) 1 0 1 0 0 0 0 0 0

Total

1981787 174517 198230 226522 182322 258895 221072 527544 192685

"Cada muestra se identifica con un cddigo de tres caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C:
Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé), el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron los

yC).
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Figura 5.7 Abundacia relativa, expresada en %, de los filos mas abundantes (>1%) en cada uno de los suelos y muestreos, analizados mediante lllumina MiSeq. Los filos con
un asterisco presententan diferencias significativas entre las muestras de suelos supresivos y suelos conductivos. Cada muestra se identifica con un cédigo de dos
caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron los muestreos

(1, 2,3vy4) (tabla 3.4)
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Tabla 5.10 Abundancia relativa (%) de los géneros bacterianos mas representativos (>1%) de las

muestras de suelos analizados mediante Illumina MiSeq.

Género* C1B" C4B" H1B" H4B" K1B" K3B" N1B" N4B"
Bacteria sin clasificar 20,83 19,04 20,50 17,67 20,58 18,04 18,97 24,18
Gp6* 13,97 13,50 21,77 16,19 14,35 13,03 5,36 8,89

Gp4 598 7,33 742 4,06 6,98 7,89 4,14 8,77

Gammaproteobacteria sin clasificar 2,88 2,17 197 3,00 3,59 286 291 1,88
Betaproteobacteria sin clasificar 266 157 1,74 2,36 2,42 2,70 2,86 2,07

3 géneros incertae sedis 261 169 262 1,20 1,81 1,81 1,91 3,22
Ohtaekwangia* 2,31 188 247 194 3,13 3,06 1,25 1,10
Bacillales sin clasificar 294 396 1,34 464 150 1,29 0,69 1,20
Chitinophagaceae sin clasificar 075 080 0,78 058 0,78 1,13 4,23 2,12
Bacteroidetes sin clasificar 1,32 1,50 0,95 1,00 1,32 1,27 2,77 1,69
Alphaproteobacteria sin clasificar 1,88 1,78 1,28 1,77 191 2,21 1,64 0,86
Actinobacteria sin clasificar * 2,38 1,28 1,63 2,13 1,98 2,17 1,10 1,08
Proteobacteria sin clasificar 1,13 1,07 1,112 1,32 1,31 168 1,73 0,85
Gemmatimonas 1,20 0,75 0,73 057 1,08 1,21 2,36 0,81
Rhizobiales sin clasificar 1,27 081 088 1,70 098 1,18 1,84 0,85
Planctomycetaceae sin clasificar 1,47 1,83 2,05 1,74 1,06 0,76 0,57 1,62
Steroidobacter 1,13 1,02 1,26 1,17 1,08 1,89 1,38 0,61
Myxococcales sin clasificar 1,12 1,09 1,02 1,36 097 0,83 1,61 0,90
Adhaeribacter* 0,48 090 0,41 0,08 0,53 1,25 2,28 1,03

Otros 31,68 36,04 28,08 35,52 32,65 33,74 40,40 36,29

*Géneros con diferencias significativas entre de suelos supresivos y conductivos. * en los casos en los
que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas especifico.

"Cada muestra se identifica con un cédigo de tres caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C:
Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé), el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron los
muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4) y el tercero son las tres réplicas procedimentales de cada muestra (a, b
yc).

Caracterizacion filogenética de las poblaciones flngicas

En el caso de hongos se obtuvieron 5.958.355 secuencias (tabla 5.11), que una vez
descarta das las de baja calidad y eliminadas las que no se correspondian al taxdn
estudiado (523 Eukaryota Incertae sedis, 16 de plantae y 8 lecturas inclasificables)
guedaron 3.998.390. Las secuencias con un 97% de similitud o mds se agruparon en
OTUs (Operational Taxonomic Unit), y se obtuvieron 5.759 OTUs, desde 685 a 1.721
por muestra. Con el criterio utilizado para la obtenciéon de OTUs la cobertura minima
alcanzada fue 0,997. En el caso de los hongos, no se aprecian diferencias significativas
en los indices de diversidad al comparar las muestras de suelos supresivos con las de
conductivos. Para los anadlisis de B-diversidad se iguald la profundidad de lectura para

todas las muestras, asi que se escogieron secuencias al azar para que todos los grupos
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tuvieran el mismo numero, como la muestra con menos secuencias, 228.521. En la
figura 5.8a y b se pueden ver como las curvas de rarefaccién para todas las secuencias
y para los subgrupos de 228.521 secuencias, respectivamente, llegan a un punto

cercano a la saturacion.

Tabla 5.11 Numero de lecturas de Illumina MiSeq para hongos, OTUs e indices de diversidad. Analizadas

mediante lllumina MiSeq.

Muestra Lecturas iniciales Lecturas procesadas OTUs Cobertura Shannon Chao

C1 1858783 1345400 1721 0,999 2,958  5824,415
C4 441005 228521 685 0,998 2,780 1796,643
H1 532989 382441 916 0,998 1,823  3663,727
H4 613718 311872 1145 0,997 2,486  4861,279
K1 574502 379265 839 0,999 2,194  3362,448
K3 524471 333322 811 0,998 2,240  3426,565
N1 925039 693638 966 0,999 2,722 2536,25
N4 487848 323931 699 0,999 2,273 1584,145

"Cada muestra se identifica con un cddigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C:
Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron
los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4).

Todas las secuencias fueron asignadas a un total de 10 filos, ademds de los hongos no
clasificados (tabla 5.12), los filos dominantes (>1%) ordenados en orden decreciente en
funcién del nimero de lecturas son, Ascomycota (89,54% de media, 78,26-96,65%),
Mortierellomycota (7,40% de media, 1,86-17,51%) y Basidiomycota (2,40% de media,
0,35-7,08%). Estos datos son muy similares a los de afiliacién a nivel de filo obtenidos a
partir del andlisis realizado mediante DGGE. Porcentualmente, los Ascomycota estan,
significativamente (p<0,05) menos representados en las muestras de suelos
conductivos con respecto a los supresivos. Cabe destacar el filo Olpidiomycota, que,
aunqgue esta presente en una abundancia inferior a los mencionados anteriormente
(0,12%), tiene una representacién significativamente superior en el micobioma de los

suelos conductivos.
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Figura 5.8 Curvas de rarefaccidn pertenecientes a todas las secuencias fungicas (a) y para los subgrupos
de 228.521 secuencias tras igualar la profundidad de lectura (b), analizadas mediante Illumina miSeq.
Cada muestra se identifica con un cédigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C:
Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron

los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4).
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Tabla 5.12 Numero de secuencias fungicas de cada uno de los filos en total y en cada una de las

muestras, analizadas mediante lllumina MiSeq.

Filo Total c1’ ca H1" H4" K1" K3" N1 Ng"
Hongos sin clasificar 17392 6830 941 684 1653 603 905 2812 2964
Ascomycota* 3580017 1216594 211695 358367 277323 362771 320768 542817 289682
Basidiomycota 95828 23179 803 6707 22068 8380 3676 22585 8430
Blastocladiomycota 32 0 10 0 0 0 0 0 22
Chytridiomycota 2106 43 2 36 11 23 88 1849 54
Entomophthoromycota 23 0 0 0 1 0 0 0 22
Glomeromycota 568 210 92 0 1 264 0 0 1
Mortierellomycota 295713 96950 14842 16627 10700 7052 7122 121483 20937
Mucoromycota 44 3 2 0 9 0 0 4 26
Olpidiomycota* 6619 1591 134 11 75 164 763 2088 1793
Rozellomycota 48 0 0 9 31 8 0 0 0

*Filos con diferencias significativas entre de suelos supresivos y conductivos.

"Cada muestra se identifica con un cédigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C:
Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron
los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4).

En la tabla 5.13 y figura 5.9 se muestran los taxones dominantes (>1%), mostrandose
en cada caso el taxdon mas especifico. De esta manera, los taxones mas abundantes, en
orden decreciente, son Microascaceae sp (20,92%), Pseudombrophila spp (15,06%),
Nectriaceae sin clasificar (13,56%), Chaetomiaceae sin clasificar (11,82%), Gibellulopsis
(3.53%), Fusarium spp (3,15%), Neocosmospora rubicola (2.98%), Cladosporium spp
(2.39%) y Fusarium Buharicum (1,46%) del filo Ascomycota; Mortierella sp (4,38%) y
Mortierellaceae sin clasificar, que pertenecen al filo Mortierellomycota. Las secuencias
pertenecientes a las familias Microascaceae y Mortierellaceae, asi como los géneros
Pseudombrophila y Cladosporium estdn presentes significativamente (p<0,05) en un
mayor porcentaje en suelos supresivos que en los conductivos. A nivel de suelos

conductivos las especies del género Fusarium y Gibellulopsis, asi como miembros de la

familia Nectriaceae se presentan en un porcentaje superior que en suelos supresivos.
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Tabla 5.13 Abundancia relativa (%) de los géneros fungicos mds representativos (>1%) de las muestras

de suelos obtenidos a partir de lllumina MiSeq.

Género* C1 ca H1 H4 K1 K3 N1 N4
Microascaceae sin clasificar* 18,023 24,715 24,892 36,486 45,644 34,240 4,398 3,325
Pseudombrophila* 9,895 1,332 52,408 26,918 19,569 31,845 0,144 0,066

Nectriaceae sin clasificar* 5,883 11,391 1,193 0,829 2,578 2,935 32,964 56,086
Chaetomiaceae sin clasificar 24,657 23,197 3,291 2,410 6,801 10,906 0,257 1,231

Mortierella 2,352 2,744 0,682 1,205 0,239 0,616 15,832 5,568
Gibellulopsis* 1,933 1,971 1,010 2,964 4,381 0,252 9,245 4,981
Fusarium sin clasificar* 1,344 3,301 1,268 1,957 1,286 1,179 8,539 6,602
Neocosmospora rubicola 5,674 2,239 1,112 2,263 0,995 1,377 1,378 2,513
Cladosporium* 3,917 0,869 1,177 1,939 5,180 2,419 0,243 0,242
Fusarium buharicum 3,424 5,245 0,021 0,083 0,005 0,000 0,000 0,038
Mortierellaceae sin clasificar* 1,159 2,994 2,940 1,244 1,120 0,970 0,009 0,003
Otros 21,740 20,000 10,006 21,803 12,203 13,260 26,990 19,343

*Géneros con diferencias significativas entre de suelos supresivos y conductivos. * en los casos en los
qgue no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas especifico. Cada muestra
se identifica con un cédigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H:
Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron los
muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4).
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Figura 5.9. Abundancia relativa, expresada en %, de los géneros o taxdn mas especifico clasificado mas abundantes (>1%) en cada uno de los suelos y muestreos, analizados
mediante Illlumina MiSeq. Los filos con un asterisco presenten diferencias significativas entre las muestras de suelos supresivos y suelos conductivos. Cada muestra se

identifica con un cddigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la

que se realizaron los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4)
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5.1.3 Analisis estadistico de las muestras de obtenidas mediante lllumina

MiSeq: Beta Diversidad

En este apartado se han realizado andlisis estadisticos para saber si existen diferencias
entre los suelos supresivos y los suelos conductivos para Meloidogyne spp. Los test
estadisticos con amova en mothur muestran diferencias significativas entre el grupo de
muestras correspondientes a suelos conductivos y el grupo de supresores. En la figura
5.10 se puede observar que las dos muestras pertenecientes a Noé se situan separadas
del resto, en los dendrogramas realizados con mothur, tanto para las muestras

poblaciones fungicas como bacterinas.
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Figura 5.10 Dendrogramas con las muestras agrupadas usando el algoritmo UPGMA en base a la matriz
de similitud que fue calculada con el coeficiente thetayc. a) bacterias b) hongos. Cada muestra se
identifica con un cédigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C: Castella, H:
Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron los

muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4).
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Cambios en la composicion bacteriana entre los diferentes tipos de suelo

Utilizando el algoritmo LEfSe se obtienen los OTUs que son los que explicarian la
condicién de supresividad y conductividad de los suelos, pudiendo inferir asi, la
afiliacion taxondmica y la abundancia de estos biomarcadores (tabla S5.2). En la figura
5.11 se muestra el sumatorio de secuencias de cada uno de los filos representativas
para los suelos con capacidad supresora o para la conductividad. Se puede ver una
representacion mucho mayor del filo Acidobacteria en los suelos supresivos, hecho
ratifica lo que ya se intuia a partir del andlisis de secuencias totales, donde se
obtuvieron unas diferencias significativas entre el nimero de secuencias entre ambas
tipologias de suelo, concretamente para el subgrupo Gp6, cosa que también podemos
observar tras la realizacidn del analisis con LEfSe. Por otro lado, podemos se obtuvo un
mayor numero de secuencias representativas del filo Bacteroidetes en las muestras de
suelos conductivos, mientras que, respecto de las secuencias totales, se evidencian

diferencias significativas en el género Adhaeribacter, que pertenece a dicho filo.

Verrucomicrobia
Proteobacteria
Planctomycetes W Supresivo  m Conductivo
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Figura 5.11 Numero de secuencias de los filos bacterianos que son representativos para cada uno de los
supuestos (supresivo y conductivo). Datos obtenidos mediante Illumina MiSeq y analizados segun el

algoritmo LEfSe.
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El algoritmo de FAPROTAX nos permite inferir el nUmero de secuencias de las muestras
analizadas que pertenecen a microorganismos a los que se les atribuye la capacidad de
realizar una actividad concreta. En la tabla S4.3 se muestran todas las funciones
analizadas mediante FAPROTAX que se asocian al menos a una secuencia de las
obtenidas en este estudio. En la figura 4.12 se detallan las funciones para las que existe
una diferencia significativa entre el nimero de secuencias presentes en las muestras
de suelos supresivos y las de suelos conductivos. Se pueden observar diferencias
significativas para varias funciones, siendo la abundancia en secuencias superior en
suelos conductivos, a excepcion de la funcidn oxidacién de manganeso. Cabe resaltar
que la capacidad que presenta mas diferencias entre ambos tipos de suelos es la de

parasitos intracelulares.
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Figura 5.12 Funciones analizadas mediante FAPROTAX para los que se obtienen diferencias significativas
en el numero de secuencias entre los suelos supresivos y conductivos objeto de estudio. Numero de
secuencias en escala logaritmica.

Finalmente, se ha utilizado la herramienta Microbiome de R para explorar el
microbioma core. En la tabla 5.14 se muestran los filotipos que configuran el core del
conjunto de todas las muestras juntas, lo que se podria denominar un core global y

unos filotipos extras que sumados a los otros configuran el core de los suelos
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supresivos. El core de los suelos analizados esta constituido por nueve filos diferentes.

Cabe resaltar el género Sporosarcina, que solo forma parte del core suelos supresivos.

Tabla 5.14 Filotipos bacterianos que conforman el microbioma core global y para los suelos con

capacidad supresiva analizados en este estudio mediante la herramienta lllumina MiSeq.

Afiliacion taxondmica

Filotipo Tamaio Global Supresivo

Filo Género*
1 392624 Bacteria sin clasificar Bacteria sin clasificar
2 241348 Acidobacteria Gp6
3 123444 Acidobacteria Gp4
4 53845 Proteobacteria Gammaproteobacteria sin clasificar
5 37155 Firmicutes Bacillales sin clasificar
6 24525 Planctomycetes Planctomycetaceae sin clasificar
7 26888 Proteobacteria Proteobacteria sin clasificar
8 33088 Proteobacteria Alphaproteobacteria sin clasificar
9 32076 Actinobacteria Actinobacteria sin clasificar
10 47275 Proteobacteria Betaproteobacteria sin clasificar
11 41017 Verrucomicrobia 3 generos incertae sedis
12 23477 Proteobacteria Myxococcales sin clasificar
13 33321 Bacteroidetes Bacteroidetes sin clasificar
14 40422 Bacteroidetes Ohtaekwangia
15 25386 Proteobacteria Rhizobiales sin clasificar
16 36652 Bacteroidetes Chitinophagaceae sin clasificar
17 18327 Chloroflexi Chloroflexi sin clasificar
18 10353 Actinobacteria Actinomycetales sin clasificar
19 25739 Gemmatimonadetes Gemmatimonas
20 19046 Acidobacteria Gp3
21 24404 Proteobacteria Steroidobacter
86 11839 Firmicutes Sporosarcina

* en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxon mas
especifico.
Cambios en la composicion de la comunidad flungica entre los diferentes tipos de

suelo

En la tabla S5.4 se muestran las especies fungicas y el nimero de secuencias
pertenecientes a estas, que son las que explicarian la condicién de supresividad vy
conductividad de los suelos, obtenidas mediante el algoritmo LEfSe. En la figura 5.13 se
puede observar el sumatorio de secuencias de cada uno de estos taxones de las
secuencias representativas para las condiciones de supresividad y conductividad.
Cladosporium halotolerans (Dothideomycetes), Pyrenochaeta lycopersici
(Dothideomycetes), Arachniotus dankaliensis (Eurotiomycetes), Pseudogymnoascus

(Leotiomycetes), Pseudombrophila (Pezizomycetes), son los representantes de los 5
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taxones presentes en suelos supresivos que no aparecen como biomarcadores en los
conductivos, asi como los representantes sin clasificar de 3 familias Pyronemataceae,
Microascaceae y Chaetomiaceae; todos ellos pertenecientes al filo Ascomycota.
Ademads, hay dos especies que también aparecen asociadas a la condicién de
supresividad, que pertenecen al filo Mortierellomycota, Mortierella alpina vy
Mortierella oligospora. No obstante, el filo Mortierellomycota presenta un mayor
numero secuencias representantivas en los suelos conductivos, donde no es posible
clasificar la especie. Ademds, solo aparecen secuencias pertenecientes a los filos
Basidiomycota, Chytridiomycota y Olidiomycota cuando se vinculan a la condicién de

conductividad.
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Figura 5.13 Abundancia relativa (%) de secuencias fungicas de los taxones que son representativos para

cada uno de los supuestos, segun el algoritmo LEfSe.

Para la comunidad flngica también se ha realizado los mismos estudios de microbioma
core, utilizando los mismos pardmetros que que para la comunidad bacteriana (tabla
5.15). El microbioma core de las muestras de suelos supresivos consta de filotipos
correspondientes a dos filos, mientras que el core del microbioma global estd

constituido por secuencias perteneciente a un solo filo. El core global lo forman 4
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taxones del filo Ascomycota: Fusarium spp, Neocosmospora rubicola y secuencias de
dos familias (Microascaceae y Nectriaceae). Ademas de los taxones presentes en el
core global, vemos que los representantes del filo Mortierellomycota también forman
parte del microbioma core de suelos supresivos, asi como dos géneros,
Pseudombrophila, Cladosporium y miembros de la familia Chaetomiaceae, incluidos en
el filo Ascomycota. Estos tres taxones pertenecientes al filo Ascomycota coincidien con

aquellos representantivos de suelos supresivos mediante LEfSe.

Tabla 5.15 Filotipos fungicos que conforman el microbioma core global y para los suelos con capacidad

supresiva analizados en este estudio mediante la herramienta Illumina MiSeq.

Afiliacion taxondmica

Filotipo Tamafo Global Supresivo

Filo Especie*
1 602123 Ascomycota Pseudombrophila spp
2 836463 Ascomycota Microascaceae sin clasificar
3 126004 Ascomycota Fusarium sin clasificar
4 472760 Ascomycota Chaetomiaceae sin clasificar
6 542223 Ascomycota Nectriaceae sin clasificar
9 118831 Ascomycota Neocosmospora rubicola
19 95417 Ascomycota Cladosporium sin clasificar
31 44800 Mortierellomycota Mortierellaceae sin clasificar
*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxédn mas
especifico.

5.2 Discusion

En este apartado se ha realizado un estudio comparativo de la diversidad bacteriana y
fungica de la rizosfera de suelos conductivos y supresivos para el nematodo
Meloidogyne spp. El andlisis estadistivo de los resultados permite concluir que hay
diferencias significativas en la mayoria de los aspectos estudiados (indices de
diversidad, taxones abundantes, biomarcadores y core) entre las muestras
pertenecientes a la parcela Noé con respecto a las muestras pertenecientes al resto de
los suelos analizados (figuras 5.3, 5.4, 5.10 y tablas 5.3, 5.8 y 5.12). Al igual que en
otros estudios relativos a suelos supresivos?942% |a diversidad de estos es superior a la
de los conductivos, sobre todo respecto a la comunidad bacteriana. El analisis

mediante NMDS y de cluster revela una evidente separacion entre las comunidades
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pertenecientes a cada uno de los suelos analizados, tanto para el estudio mediante

DGGE como para lllumina MiSeq.

Existen diversos factores clave, tanto bidticos y como abidticos, que determinan la
composicidn de la microbiota asociada a la planta, y su evolucién a lo largo del tiempo.
Este efecto se evidencid en forma de una elevada heterogeneidad de las muestras
pertenecientes a un mismo suelo cuando se analizaron en diferentes momentos, tal y
como se observa en el andlisis NMDS (Figura 5.4), en las diferencias entre los indices
de diversidad para las muestras a distintos tiempos (Tabla 5.6) y en la representacion
taxondmica (Tabla 5.7). Por lo tanto, una caracterizacién taxonédmica robusta no puede
consistir en un andlisis puntual de una sola muestra. De esta manera, para el analisis
mediante Illumina Miseq se escogieron dos muestras que exhibieron marcadas

diferencias en el andlisis mediante DGGE.

En cuanto a las poblaciones bacterianas, tanto a nivel de abundancia relativa como
mediante el método LEfSe, las Acidobacterias como filo, y el subgrupo GP6 dentro de
estos, son los que en mayor medida estan representados en suelos supresivos, por
encima de los conductivos, y determinan su naturaleza supresiva. Diversos estudios
han demostrado una presencia mas elevada de Acidobacterias en las rizosferas de
suelos con capacidad supresiva para enfermedades del suelo?°42%, Se han reportado
varios genes como la policétido sintasa (PKS) y el de la glicosilacién de macrélidos
presentes en las Acidobacterias y necesarios para la sintesis de productos
antimicrobianos?®. El subgrupo GP6 se ha detectado en suelos supresivos de

119 o contra el

enfermedades transmitidas por el suelo, como el tizén del pimiento
patégeno Fusarium oxysporum?®’. También encontramos otro subgrupo del filo
Acidobacteria, el Gp4, que ha sido resenado en otos trabajos como perteneciente a
suelos tipicamente supresivos?®. Los siguientes géneros Rubrobacter, Solirubrobacter,
Blastopirellula, Pelagibius, Pusillimonas, Nitrosomonas, Halomonas, Serpens,
Lysobacter, Pseudoxanthomonas, Halobacillus, Thalassobacillus, Virgibacillus,
Ammoniphilus, Pasteuria, Thermoactinomyces se han revelado como representativos

de suelos supresivos, mediante el algoritmo LEfSe. De todos ellos, varios tienen

condicion de agentes de control biolégico, que serdn resefiadas a continuacion.
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Lysobacter se ha relacionado con la capacidad supresora de enfermedades bacterianas
y flngicas en otros trabajos y puede utilizarse como un buen bioindicador de la salud
del suelo?%®2%, Los miembros del género Pasteuria pueden tener propiedades como
agentes de control bioldgico?!?, de hecho a Pasteuria penetrans, se le ha atribuido
capacidad supresora contra Meloidogyne arenaria en raices del arbol del cacahuete?!?,
Rubrobacter también se ha encontrado en suelos supresivos para enfermedades del
suelo?'?, Halomonas y Halobacillus, son bacterias enddfitas de plantas, que se situan
en la rizosfera y promueven el crecimiento de la planta, su resistencia a estrés y su
actividad contra la invasion patdgena?'3-2Y. Pseudoxanthomonas se encuentra en la
rizosfera?!®, de hecho Pseudoxanthomonas japonensis ha probado ser una bacteria
supresora de Meloidogyne incognita?'® en tomateras. Virgibacillus se ha aislado de
sistemas agricolas??®, y tiene capacidad antimicrobiana®?!, asimismo, a algunas
especies como Virgibacillus dokdonensis, una especie de origen marino, se le ha
probado capacidad antagonistica sobre Meloidogyne incognita ?*2. Estos
microorganismos detectados como biomarcadores de la condicidn supresiva serian un
buen punto de partida para posteriores estudios sobre el control de enfermedades de
nematodos fitopatégenos. No obstante, no se deberia descartar las sinergias que se
estableceran con el resto de miembros de la comunidad, ni la existencia de otros

microorganismos con estas capacidades.

Mediante la herramienta Microbiome, se ha encontrado un solo género que forma
parte del core de suelos supresivos y no del de suelos conductivos, Sporosarcina, un
miembro del filo Firmicutes qué se ha vinculado también a suelos supresivos para el

tizon del pimiento?®.

Una mayor presencia de Bacteroidetes en los suelos conductivos que en los supresivos
también ha sido descrita anteriormente?®®. La familia Sphingobacteriaceae?®, y
concretamente los géneros Pedobacter y Chitinophaga aparecen en el LEfSe (tabla
S5.2) como biomarcadores para los suelos conductivos, ambos caracterizados como

simbiontes de nematodos?23 .

Respecto a la comunidad fungica, los estudios de fingerprinting (DGGE), muestran

cuatro géneros altamente representados en suelos supresivos (Figura 5.5 y tabla 5.7).
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Dos de ellos, Trichophaeopsis (Pezizomycetes) y Stachybotrys (Sordariomycetes), que
pertenecientes all filo Ascomycota, cuyos filtrados tienen capacidad litica sobre larvas
de Meloidogyne®?*; y los otros, Solicoccozyma (Tremellomycetes) y Wallemia

(Wallemiomycetes), integrantes del filo Basidiomycota

En cuanto a los resultados de abundancia relativa de las poblaciones fungicas,
obtenidos mediante Illumina Myseq, se observa que las secuencias del filo Ascomycota
estdn en menor proporcidn en suelos conductivos. Por el contrario, secuencias del filo
Olpidiomycota, son mas abundantes en suelos conductivos. Un analisis en profundidad
de los datos muestra que hay dos géneros, Pseudombrophila y Cladosporium, con una
presencia significativamente superior en suelos supresivos. Por otro lado, los géneros
Fusarium vy Gibellulopsis aparecen mas en suelos conductivos. Podria sorprender la
presencia de Fusarium en estos suelos, ya que es conocido como antagonista de
diferentes patdgenos vegetales, aunque también es verdad que algunas de las especies

no beneficiosas, son infecciosas??>.

El estudio mediante LEfSe nos confirma que el filo Ascomycota es representativo de
suelos supresivos, y dentro de ellos, las clases Dothideomycetes, Eurotiomycetes,
Leotiomycetes, Pezizomycetes, Sordariomycetes. De hecho, los resultados obtenidos
mediante DGGE muestran que dos de las especies mds abundantes en suelos
supresivos ya pertenecian a estas clases. Los 5 géneros mas representativos son:
Cladosporium (Dothideomycetes), Pyrenochaeta (Dothideomycetes), Arachniotus
(Eurotiomycetes), Pseudogymnoascus (Leotiomycetes), Pseudombrophila
(Pezizomycetes). Cuando se realiza el estudio para establecer el microbioma core, se
observa que los taxones que forman parte exclusivamente del core de suelos
supresivos, ya se han mostrado como representivos de este tipo de suelos en el
estudio realizado mediante LEfSe, y estos son los dos géneros Pseudombrophila,
Cladosporium y la familia Chaetomiaceae todos pertenecientes al filo Ascomycota.
Cladosporium es un hongo endéfito de plantas??®, y aunque hay especies reportadas
como infectivas, algunas han sido usadas como agentes de control bioldgico contra
Puccinia horiana®*?’ y en concreto Cladosporium halotolerans, que es el que se

encuentra mediante LEfSe, contra Fusarium graminearum??® y ademas estd presente
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en multitud de trabajos sobre suelos supresivos contra Meloidogyne spp?°%229230,
Morteriella alpina, también puede tener un gran peso en el efecto supresivo del suelo,
ya que es una especie que también aparece como biomarcador de este tipo de suelos

en el analisis LEfSe y es conocida su capacidad supresiva frente a Meloidogyne®3*.

A pesar de que algunos de los trabajos mostrados en esta discusidn se refieren a suelos
supresivos para otras enfermedades y no para la producida por Meloidogyne spp, se
han considerado de utilidad ya que algunas de las estrategias de suprimir la
enfermedad se basan en mejorar la salud del suelo y de la planta y no tienen por qué
ser especificas del organismo que produce la enfermedad. Ademas, puede haber rutas

de supresion de diferentes enfermedades que sean similares.
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Capitulo 5. Caracterizacion de la microbiota bacteriana y fungica de distintos suelos supresivos y conductivos frente

a Meloidogyne spp

150



Capitulo 6. Impacto de la inoculacién de Trichoderma
asperellum, agente de biocontrol contra Meloidogyne
incognita, sobre el microbioma de la rizosfera de Solanum

lycopersicum

151



En este capitulo se ha estudiado el posible efecto alterador de la inoculaciéon de
Trichoderma asperellum, un conocido agente de control biolégico para el nematodo
formador de agallas del género Meloidogyne, sobre la microbiota asociada a la
rizosfera de Solanum lycopersicum (tomatera). Para ello se realizd un ensayo en
maceta con suelos supresivos para el patdgeno procedentes de las dos parcelas
mostraron un cardcter supresivo mas eficiente y estable en estudios previos, Castella e
Hidalgo (véase tabla 5.2 del capitulo 5). Ademas se han utilizado dos variedades de
tomatera, una resistente (Monika) y la otra susceptible (Durinta) a Meloidogyne
incognita®*?. El objetivo del ensayo fue determinar la influencia de la variedad vegetal
sembrada sobre la composicién del microbiana de los suelos supresivos; asi como si la
inoculacién del agente de control, Trichoderma asperellum, causa alguna modificaciéon
sobre la comunidad microbiana asociada a la rizosfera, a la vez que se realiza un
seguimiento de la persistencia del agente de biocontrol para ver si prevalece, o por el
contrario desaparece. Este estudio se ha realizado conjuntamente con el grupo de

Ingenieria Agroalimentaria y Biotecnologia de la UPC dirigido por el Dr. Sorribas.

Procedencia Variedad de tomatera Inéculo Procedencia Variedad de tomatera Inéculo
3x  CRT Trichoderma 3x HRT Trichoderma
Resistente — oS Resistente
3x W No inéculo 3x HRN No inoéculo
3x W Trichoderma 3x HST Trichoderma
Susceptible ~——— Susceptible
No inéculo No inéculo
3x W 3x HSN
SR ———
Castella Hidalgo

Figura 6.1 Esquema del ensayo realizado en maceta. Cada una de las macetas esta identificada por un
codigo de tres letras, la primera de las cuales indica el suelo utilizado (C: Castella, H: Hidalgo); la
segunda se refiere a la variedad de tomatera sembrada (R: Variedad de tomatera resistente (Monika), S:
Variedad de tomatera susceptible (Durinta)) y la ultima sefiala si se ha inoculado con el agente de

biocontrol (T: con inéculo de Trichoderma, N: Sin indculo de Trichoderm).
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En la Figura 6.1 se muestra el esquema del disefio experimental del ensayo realizado
por triplicado, tomando en consideracidon tres variables (tipo de suelo, variedad
vegetal sembrada y ausencia/presencia del agente de biocontrol). Dicho ensayo se
llevé a cabo en maceta. Concretamente se emplearon 24 macetas, la mitad con cada
tipo de suelo. A su vez, para tipo de suelo, 6 macetas se sembraron con una variedad
de tomatera resistente al patégeno, Monika y las otras seis con la variedad Durinta,
sensible al patégeno. Finalmente, de las 6 macetas que presentaban el mismo tipo de
suelo y la misma variedad de tomatera, el 50% fueron inoculadas con Trichoderma
asperellum, un agente conocido de biocontrol contra Meloidogyne spp.?332%. En
resumen, se trabajé con tres repeticiones de ocho condiciones diferentes, a las que se
ha de sumar una maceta correspondiente al momento inicial de cada tipo de suelo,
antes del inéculo de Trichoderma asperellum, y de sembrar la variedad de tomatera,
siendo 26 el numero final de muestras a analizar. El inéculo de Meloidogyne se realizé
a razon de 1 juvenil de Meloidogyne incognita en fase J2 por cm3. El andlisis de la
comunidad fungica y bacteriana se realizé mediante secuenciacién masiva, mediante
[llumina MiSeq, para cada una de las réplicas. A cada una de las muestras analizadas se
les asigndé un cédigo de 5 caracteres (Tabla 6.1), exceptuando las dos iniciales, que
tenian un cddigo de tres caracteres que hacen referencia a la comunidad estudiada, la

procedencia del suelo y el nimero de réplica.

Tabla 6.1 Resumen de los cadigos utilizados para la identificar cada una de las muestras del ensayo.

Comunidad Procedencia del Variedad de tomatera Inéculo -
suelo Réplica
Bacterias | Hongos | Castella | Hidalgo | Resistente | Susceptible | Trichoderma | Ninguno
B F C H R s T N [1]2]s3
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6.1 Resultados

6.1.1 [ndices de diversidad y grupos taxondmicos dominantes

En este apartado se describen los resultados correspondientes al andlisis global de las
muestras del suelo rizosférico, para poder determinar los microorganismos
dominantes, asi como para calcular los indices de diversidad cada condicién ensayada.
Finalmente, se han comparado estos datos mediante un analisis estadistico con el
propdsito de determinar si hay diferencias significativas entre las variables estudiadas
(procedencia del suelo, variedad de tomatera plantada y presencia o ausencia del
indculo de Trichoderma asperellum). Seguidamente, se describen los resultados para

cada comunidad analizada.

Bacterioma

El numero de secuencias obtenido en el andlisis mediante lllumina MiSeq asciende a
19.163.665. En la tabla 6.2 se detallan los resultados correspondientes a cada una de
las muestras. Una vez depuradas las secuencias de baja calidad y eliminadas las
310.593 secuencias pertenecientes al Dominio Archaea y las 24.398 no clasificadas, las
secuencias utilizadas en los analisis fueron 12.182.362. Se definieron OTUs teniendo en
cuenta un 3% de diferencia maxima entre las secuencias que los integraban,
generandose asi 60.040 OTUs, siendo las muestras con menor y mayor numero de
OTUS la BCST3 (6.293) y BHRN2 (12.724) respectivamente. Se obtuvo una cobertura
superior al 99% en todas las muestras, y unos indices de diversidad elevados, por
ejemplo, los indices de Shannon oscilan entre 6,779 y 7,652 (tabla 6.2). Una vez
realizados los test estadisticos para determinar las diferencias significativas entre los
indices de diversidad segun procedencia del suelo, la variedad de tomatera o la
presencia o ausencia de indéculo (p<0,05), se observd que solo hay diferencias
significativas al comparar todas las muestras del suelo de la parcela Hidalgo con las del
suelo de la parcela Castella. Como en los ensayos realizados en los capitulos

anteriores, para el estudio de la B-diversidad se utilizé el mismo nimero de secuencias
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para cada réplica, que se ajustaria con el de la muestra con menos secuencias
obtenidas, y que es de 270.672. Como puede observarse en la figura S6.1 que las
curvas de rarefaccién llegan a la saturacidn, incluso cuando se realiza a partir de los

subgrupos con 270.672 lecturas.

El 83,04% de las secuencias se han podido afiliar a 24 filos (Tabla 6.3), y un 16,96% no
ha podido afiliarse a ninguin grupo bacteriano conocido. Los filos dominantes (>1%) son
Proteobacteria (34,19%), Bacteroidetes (14,90%), Actinobacteria (11,49%), Firmicutes
(7,84%), Acidobacteria (7,47%), Verrucomicrobia (3,05%), Gemmatimonadetes (1.19%)
y Planctomycetes (1,15%). Cuando se comparan las muestras correspondientes al
tratamiento con Trichoderma asperellum, respecto a las no tratadas con el agente de
control biolégico se observa que los filos Bacteroidetes y Chlamydiae son mas
abundantes en las macetas sin inocular, siendo estas diferencias significativas (p<0,05)
(tabla 6.3). En cuanto a la comparacién de las muestras sembradas con diferentes
variedades de tomate, solamente un filo presenta diferencias significativas:
Verrucomicrobia, el cual es mas abundante en el caso de Durinta, la variedad
susceptible al patégeno. Finalmente, el mayor porcentaje de diferencias significativas
se obtuvo al comparar muestras de macetas con suelos de distinta procedencia. Los
filos mas abundantes en el suelo de la parcela Castella son, Actinobacteria vy
Firmicutes; mientras que los correspondientes a la parcela Hidalgo son Chloroflexi,
Armatimonadetes, Chlamydiae, Parcubacteria (OD1), Deinococcus-Thermus,

Saccharibacteria (TM7), Spirochaetes y Microgenomates (OP11).

Cuando se analizan estas secuencias a nivel de género o la afiliacién filogenética mas
especifica que se ha conseguido identificar, teniendo en cuenta solamente los taxones
dominantes (>1%), se obtienen 22 categorias taxondmicas pertenecientes a 7 filos
(Tabla 6.4). Al filo Proteobacteria pertenecen Pseudomonas, Sphingomonas,
Steroidobacter, asi como diferentes familias y érdenes sin llegar a género. Respecto a
las Acidobacteria, se han detectado tres subgrupos, GP6, GP4 y GP3. Bacteroidetes es
un filo donde se han identificado dos géneros Ohtaekwangia y Pontibacter, ademas de
otros taxones superiores. Gemmatimonas es el Unico género presente del filo

Gemmatimonadetes. De los otros 3 filos, Actinobacteria, Verrucomicrobia y Firmicutes,
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no hay ningun género identificado entre los taxones con mas de un uno por ciento de

abundancia.

Se han realizado test t de student para determinar si hay diferencias significativas
(p<0,05) a nivel de composicidn taxondmica entre las diferentes variables objeto de
estudio. Estas comparaciones se han realizado a partir del nivel taxondmico mas
especifico. Si comparamos las secuencias correspondientes a las muestras inoculadas
con Trichoderma asperellum y las que no lo han sido, Unicamente encontramos
diferencias significativas entre las secuencias pertenecientes a la familia
Chitinophagaceae sin clasificar, estando mas representadas no inoculadas (tabla 6.4).
Cuando comparamos las secuencias segun la variedad de tomate cultivada,
observamos que las secuencias significativamente mds abundantes en la variedad
resistente (Monika) pertenecen al género Sphingomonas y al orden Rhizobiales, ambos
pertenecientes al filo Proteobacteria, al contrario; por el contrario, en la variedad
susceptible (Durinta) los taxones mas representativos son miembros incertae sedis del
filo Verrucomicrobia. Al igual que en el estudio a nivel de filo, cuando se comparan las
muestras pertenecienten a los dos suelos por separado es donde se observan mas
diferencias. Las secuencias que son significativamente mds abundantes en las muestras
gue proceden del suelo de la parcela Hidalgo pertenecen a los siguientes taxones: el
orden Myxococcales y las clases Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria,
pertenecientes al filo Proteobacteria y a Bacteroidetes sin identificar. En el caso de la
parcela Castella estas pertenecen a los siguientes grupos taxondmicos: Bacillales sin
clasificar del filo Firmicutes, el subgrupo GP3 del filo Actinobacterias, y por ultimo los
géneros Pontibacter, Sphingomonas, Steroidobacter del filo Proteobacteria, asi como

secuencias de Alphaproteobacteria sin clasificar.
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Tabla 6.2 Numero de lecturas iniciales y procesadas de lllumina MiSeq, nimero de OTUs e indices de

diversidad correspondientes a la comunidad bacteriana de las diferentes muestras analizads.

Muestra" Lecturas iniciales Lecturas procesadas OTUs Cobertura Shannon Chao

BC1 807.704 498.075 10.899 0,994 7,09 14.423,78
BCRN1 817.172 471.085 10.968 0,994 7,30 15.309,03
BCRN2 776.004 464.232 10.009 0,995 7,28 13.414,67
BCRN3 948.641 572.042 9.498 0,996 7,21 13.454,76
BCRT1 785.953 489.642 10.829 0,994 6,93 14.159,44
BCRT2 706.094 397.286 8.615 0,994 7,16 11.947,32
BCRT3 432.842 270.672 9.680 0,991 7,25 12.249,24
BCSN1 758911 450.651 8.023 0,995 6,78 11.515,53
BCSN2 814.360 464.399 9.535 0,994 7,27 14.746,59
BCSN3 806.284 512.127 9.360 0,995 7,23 12.960,85
BCST1 699.026 381.199 9.196 0,994 7,10 11.945,05
BCST2 828.537 528.667 8.020 0,996 7,23 11.862,04
BCST3 491.588 293.495 6.293 0,995 7,18 8.690,13

BH1 533.742 331.015 9.806 0,992 6,84 12.603,91
BHRN1 978.116 633.875 11.136 0,995 7,51 15.742,07
BHRN2 556.023 305.568 10.778 0,990 7,65 15.225,51
BHRN3 983.751 617.480 12.724 0,995 7,51 17.516,11
BHRT1 665.670 448.576 10.358 0,995 7,39 13.425,56
BHRT2 850.348 561.179 11.719 0,995 7,52 15.782,65
BHRT3 495.015 348.339 8.035 0,994 7,38 11.186,18
BHSN1 801.898 583.702 12.042 0,994 7,58 17.080,08
BHSN2 753.988 553.321 11.301 0,995 7,35 15.783,40
BHSN3 868.585 617.426 11.624 0,995 7,41 16.929,64
BHST1 721.438 470.622 11.644 0,99 7,21 15.471,57
BHST2 761.875 539.306 12.208 0,99 7,58 17.027,53
BHST3 520.100 378.381 8.894 0,99 7,44 12.122,02

"Las muestras se identifican mediante un cddigo de 5 caracteres. La primera letra del cédigo indica
que pertenecen al bacterioma (B); la segunda, la procedencia del suelo, C: Castellad o H: Hidalgo; la
tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la
presencia o ausencia de indculo T: inoculado con Trichoderm asperellum, N: Sin inocular; y el

namero es la replica procedimental.
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Tabla 6.3 NUumero de secuencias totales pertenecientes a cada uno de los 24 filos bacterianos detectados, y como se distribuyen en las diferentes muestras analizadas.
Diferencias significativas determinadas mediante t de student (p<0,05).

Filo Total BC1® BCRN1" BCRN2" BCRN3" BCRT1" BCRT2" BCRT3" BCSN1" BCSN2" BCSN3" BCST1" BCST2" BCST3"
Proteobacteria 4164841 133887 157894 156301 195067 201125 132632 91903 169916 145245 159461 106523 171490 84436
Bacteria sin clasificar*** 2065666 67063 68832 68672 82031 62077 59963 42321 64185 68115 76871 61693 93964 53948
Bacteroidetes* 1815034 82545 77966 81716 110063 62741 45194 38382 81814 57134 90229 37972 66245 39648
Actinobacteria*** 1399507 102890 44945 45168 61451 53083 54971 33178 42176 74712 66334 48754 78956 34704
Firmicutes*** 955470 55120 45688 37445 52925 50304 49038 20180 24591 53927 36452 70984 38323 24021
Acidobacteria 910253 30706 41850 41359 35744 34221 32624 26730 31555 31664 39963 30933 37340 31278
Verrucomicrobia** 371208 8697 15970 15775 14444 9931 8085 6000 17960 16117 22995 10453 19745 11538
Gemmatimonadetes 144557 4593 6263 6677 7157 4339 4510 4077 5622 3870 5819 3168 7400 4028
Planctomycetes 140635 6437 5594 4727 4985 5282 4593 3517 5509 6651 6562 5005 6338 4565
Chloroflexi*** 71512 3175 1771 1813 2720 2047 2013 1351 2211 2582 2439 1887 2744 1735
Nitrospira 55811 1595 2031 2197 2080 2643 2385 1516 1604 2209 2302 2156 2932 2216
Armatimonadetes*** 46186 496 1263 1191 1949 813 515 750 2082 1213 1686 712 1940 617
Chlamydiae*/*** 14619 404 348 533 547 484 353 326 511 428 495 418 204 340
Parcubacteria (OD1)*** 11974 81 289 274 458 106 53 152 551 138 79 196 453 248
Deinococcus-Thermus*** 6506 148 99 169 183 155 158 68 110 109 130 77 172 37
Saccharibacteria (TM7)*** 4078 65 87 55 106 117 100 27 146 114 83 131 311 106
Sumerlaeota (BRC1) 2353 35 186 143 89 148 90 141 105 118 157 40 94 0
Latescibacteria (WS3) 837 68 2 7 33 13 9 53 3 53 51 67 0 30
Spirochaetes*** 596 0 0 2 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Microgenomates (OP11)*** 464 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 0
Aquificae 97 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30 0 0
Tenericutes 88 65 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chlorobi 45 5 0 0 0 13 0 0 0 0 19 0 0 0
Absconditabacteria (SR1) 19 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fusobacteria 6 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Filo Total BH1" BHRN1" BHRN2" BHRN3" BHRT1" BHRT2" BHRT3" BHSN1" BHSN2" BHSN3" BHST1" BHST2" BHST3"
Proteobacteria 4164841 100899

229999 100108 205026 165627 188386 115559 190087 211742 235145 187936 194919 133528

Bacteria sin clasificar*** 2065666 38081 124767 59422

104045 81519 104434 61486 123039 97576 121507 82963 118555 78537
Bacteroidetes* 1815034 63526 68744 37761 108936 74845 80090 42072 75149 93928 96866 85402 71801 44265
Actinobacteria*** 1399507 63742 74389 38564 51949 38781 62667 44155 63723 42577 54948 31482 51217 39991
Firmicutes*** 955470 33291 47548 26994 28100 15605 42406 44081 45762 18992 24693 14249 24595 30156
Acidobacteria 910253 15327 43503 20238 65096 39825 43098 19183 41225 44929 40426 30623 35896 24917
Verrucomicrobia** 371208 6262 17033 8682 23476 13361 15510 8751 16780 20332 16205 19526 17216 10364
Gemmatimonadetes 144557 1952 8814 3190 8147 5594 6437 3401 7677 6239 8243 5576 6846 4918
Planctomycetes 140635 3856 5931 3266 7073 5510 6783 3889 6631 6514 6099 4582 6126 4610
Chloroflexi*** 71512 2251 4358 2686 4870 2242 3474 2478 4964 2840 4227 2581 3578 2475
Nitrospira 55811 881 3212 1302 3931 2220 1955 920 2610 2978 2042 2089 2398 1407
Armatimonadetes*** 46186 317 3342 1825 3868 1528 3045 676 3071 2374 3563 2139 3736 1475
Chlamydiae*/*** 14619 235 850 623 1052 388 467 263 1483 952 1403 352 682 478
Parcubacteria (OD1)*** 11974 25 633 470 1020 848 885 357 965 690 1009 528 775 691
Deinococcus-Thermus*** 6506 212 404 148 266 232 1021 697 259 253 593 237 348 221
Saccharibacteria (TM7)*** 4078 58 167 188 227 202 370 252 196 146 363 101 226 134
Sumerlaeota (BRC1) 2353 41 61 50 146 157 62 12 15 186 43 79 115 40
Latescibacteria (WS3) 837 23 45 11 140 13 20 45 29 21 11 27 16 47
Spirochaetes*** 596 9 36 10 84 60 1 20 23 14 16 50 191 70
Microgenomates (OP11)*** 464 27 39 19 28 19 68 19 14 38 24 33 62 57
Aquificae 97 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 67 0 0
Tenericutes 88 0 0 0 0 0 0 23 0 0 0 0 0 0
Chlorobi 45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0
Absconditabacteria (SR1) 19 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fusobacteria 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
*Filos con diferencias significativas entre las muestras que tienen indculo de Trichoderma y las que no.

**Filo con diferencias significativas entre las muestras con diferentes variedades de tomatera.
***Filos con diferencias significativas entre las macetas con suelo de la parcela Hidalgo y las de Castella.

"Las muestras se identifican mediante un cddigo de 5 caracteres. La primera letra del c4digo indica que pertenecen al bacterioma (B); la segunda, la procedencia del suelo,

C: Castella o H: Hidalgo; la tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o ausencia de inéculo T: inoculado con
Trichoderm asperellum, N: Sin inocular; y el nimero es la replica procedimental.
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Tabla 6.4 Porcentaje de secuencias que pertenecen a cada uno de los géneros bacterianos mas abundantes (>1%), datos obtenidos mediante Illumina MiSeq. Diferencias
significativas determinadas mediante t de student (p<0,05).

Género* Total BC1" BCRN1" BCRN2" BCRN3" BCRT1" BCRT2" BCRT3" BCSN1" BCSN2" BCSN3" BCST1" BCST2" BCST3"

Bacteria sin clasificar*** 16,96 13,46 14,61 14,79 14,34 14,24 14,67 15,01 19,68 19,45 16,85 21,08 17,63 19,68
Ohtaekwangia 3,27 3,18 3,28 3,16 2,25 3,31 3,09 4,63 2,96 3,28 4,55 3,65 3,76 3,14
Gammaproteobacteria sin clasificar*** 3,05 3,54 2,36 2,93 1,97 2,07 2,47 2,58 3,12 3,11 2,90 2,88 3,56 3,31
Gp6 2,80 2,54 3,36 3,19 1,95 2,45 2,47 2,73 2,54 2,38 3,56 2,77 3,32 2,56
Betaproteobacteria sin clasificar*** 2,80 1,21 1,94 2,24 1,61 1,68 1,68 1,96 3,93 3,43 2,97 4,05 3,93 3,93
Bacillales sin clasificar*** 2,54 3,85 2,77 2,38 2,92 1,96 4,51 2,58 2,25 2,67 1,12 2,53 0,93 1,16
Alphaproteobacteria sin clasificar*** 2,37 1,94 2,42 2,56 2,84 2,02 2,72 2,25 2,84 2,13 1,81 2,10 2,25 2,23
Proteobacteria sin clasificar*** 2,22 1,15 1,74 2,10 1,64 1,46 1,78 1,84 2,79 3,04 2,93 2,63 2,71 2,47
Gp4 2,14 1,13 2,82 2,91 1,99 2,43 1,89 2,28 1,69 1,84 4,02 1,87 2,34 1,59
Actinobacteria sin clasificar*** 2,12 3,81 1,77 1,90 2,08 2,10 3,31 2,74 2,19 2,12 1,46 1,93 1,39 1,46
Bacteroidetes sin clasificar*** 2,06 1,15 1,56 1,70 1,51 2,18 1,23 2,28 1,82 2,18 3,01 2,42 2,85 2,35
Pontibacter*** 1,72 2,42 2,61 3,47 4,02 2,07 1,41 2,02 0,86 0,68 1,33 1,24 1,05 1,30
Sphingomonas**/*** 1,69 0,98 2,51 2,57 2,68 1,37 1,29 1,26 1,82 1,22 1,22 1,51 1,23 1,64
Steroidobacter*** 1,67 1,69 1,82 1,64 1,18 1,41 1,93 2,09 1,81 1,45 2,15 1,52 1,49 1,11
Sphingomonadaceae sin clasificar*** 1,67 1,03 2,13 2,59 3,06 1,45 1,80 1,23 1,85 1,24 1,20 1,31 1,29 1,56
3_genus_incertae_sedis** 1,54 0,99 1,56 1,61 0,99 1,89 1,87 2,64 1,45 1,30 2,04 1,44 1,85 1,41
Rhizobiales sin clasificar** 1,47 1,49 1,33 1,28 1,62 1,23 1,70 1,56 2,01 1,50 1,27 1,37 1,32 1,15
Myxococcales sin clasificar*** 1,45 1,05 1,02 1,05 0,99 0,91 0,89 1,18 1,87 1,96 1,71 2,38 1,83 1,58
Pseudomonas 1,43 1,29 1,36 0,66 0,78 11,67 2,81 3,62 0,32 0,58 0,51 0,44 0,31 0,61
Actinomycetales sin clasificar*** 1,33 3,55 1,05 1,14 1,35 1,04 1,81 1,45 1,12 1,31 0,76 1,18 0,84 1,08
Chitinophagaceae sin clasificar*/** 1,29 0,52 1,55 1,60 2,54 2,35 1,05 1,63 0,88 1,12 1,69 0,92 1,50 1,14
Flavobacteriaceae sin clasificar 1,24 2,47 1,25 1,66 1,42 2,33 0,85 1,27 0,57 0,98 0,74 0,60 1,37 1,55
Gemmatimonas 1,19 0,92 1,33 1,44 1,25 1,25 0,83 1,14 1,39 1,04 1,32 1,32 1,13 1,34
Gp3*** 1,15 1,13 1,37 1,50 1,14 1,11 1,34 1,76 1,00 0,85 1,29 0,94 0,96 0,91

Otros 38,85 43,48 40,49 37,94 41,88 34,00 40,59 36,26 37,23 39,13 37,58 3592 39,15 39,77
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Género* Total BH1" BHRN1" BHRN2" BHRN3" BHRT1" BHRT2" BHRT3" BHSN1" BHSN2" BHSN3" BHST1" BHST2" BHST3"

Bacteria sin clasificar*** 16,96 11,50 12,68 15,09 15,64 16,18 17,77 18,38 18,17 1861 17,65 17,63 21,98 20,76
Ohtaekwangia 3,27 4,89 2,36 2,22 2,60 2,66 3,04 3,20 4,16 3,23 2,88 3,27 2,89 2,90
Gammaproteobacteria sin clasificar*** 3,05 6,01 2,42 2,74 2,58 2,23 2,46 3,63 3,81 3,72 3,17 3,56 3,14 3,99
Gpb6 2,80 1,73 2,62 3,37 3,73 3,33 2,51 4,61 3,22 2,77 2,07 2,46 2,65 2,54
Betaproteobacteria sin clasificar*** 2,80 1,11 1,40 1,57 2,26 1,79 2,36 2,32 3,39 3,25 2,99 4,23 5,02 4,59
Bacillales sin clasificar*** 2,54 2,89 3,69 4,78 2,61 6,04 2,76 3,18 0,95 2,05 3,79 0,77 1,40 2,41
Alphaproteobacteria sin clasificar*** 2,37 1,51 2,81 3,51 3,22 2,50 2,99 2,33 1,90 2,22 2,38 1,72 2,17 2,56
Proteobacteria sin clasificar*** 2,22 0,75 1,64 1,80 1,96 1,81 1,93 1,54 2,72 2,59 3,02 2,60 3,30 2,84
Gp4 2,14 0,96 2,10 2,20 3,05 2,42 1,61 2,76 2,96 2,29 1,32 1,97 1,64 1,60

Actinobacteria sin clasificar*** 2,12 2,21 2,03 2,63 2,01 2,61 3,22 3,02 1,58 1,75 1,86 1,26 1,64 1,85
Bacteroidetes sin clasificar*** 2,06 1,52 1,07 1,09 1,41 1,29 1,85 2,12 2,89 2,21 2,17 2,93 3,08 2,62
Pontibacter*** 1,72 0,95 2,06 2,74 5,07 1,62 1,68 1,41 0,62 1,38 0,65 0,98 1,04 0,85
Sphingomonas**/*** 1,69 0,79 2,20 2,60 2,12 1,62 2,41 1,07 1,63 1,80 1,03 1,45 1,77 1,66
Steroidobacter*** 1,67 2,30 2,23 2,03 2,35 1,74 1,73 1,54 1,60 1,54 1,69 1,23 1,09 1,70
Sphingomonadaceae sin clasificar*** 1,67 0,87 2,07 2,21 2,23 1,78 2,29 1,24 1,51 1,48 0,92 1,36 1,63 1,49
3_genus_incertae_sedis** 1,54 1,15 0,76 0,78 0,99 1,48 2,33 2,41 1,34 1,27 0,98 1,59 1,86 1,47
Rhizobiales sin clasificar** 1,47 1,31 1,67 2,21 2,06 1,52 1,41 1,44 1,34 1,49 1,59 1,30 1,15 1,25
Myxococcales sin clasificar*** 1,45 0,55 0,93 0,85 2,17 1,01 1,24 1,18 1,71 1,61 1,73 1,66 2,39 1,68
Pseudomonas 1,43 1,76 1,27 0,41 0,15 0,70 1,65 2,15 0,84 0,58 0,67 2,07 0,44 0,44
Actinomycetales sin clasificar*** 1,33 1,93 1,02 1,27 0,96 1,66 2,38 1,50 0,93 1,02 1,25 0,71 1,19 1,35
Chitinophagaceae sin clasificar*/** 1,29 0,74 1,27 0,93 1,23 0,77 1,08 1,19 1,48 1,53 0,80 1,25 1,20 0,79
Flavobacteriaceae sin clasificar 1,24 3,01 0,87 0,81 0,76 0,42 0,40 1,52 0,83 1,15 0,92 3,17 0,82 0,86
Gemmatimonas 1,19 0,59 0,89 1,14 1,51 0,83 1,40 1,37 1,25 1,15 0,98 1,18 1,27 1,30

Gp3*** 1,15 0,96 1,16 1,49 1,16 1,29 1,58 1,47 1,01 1,07 0,85 0,91 0,80 0,95

Otros 38,85 48,02 46,78 39,52 36,19 40,70 35,91 33,42 38,16 38,23 42,63 38,74 34,46 35,53

*Taxon con diferencias significativas entre las muestras que tienen indculo de Trichoderma vy las que no.

**Taxon con diferencias significativas entre las muestras con diferentes variedades de tomatera.

***Taxdn con diferencias significativas entre las macetas con suelo de la parcela Hidalgo y las de Castella.

“Las muestras se identifican mediante un cddigo de 5 caracteres. La primera letra del cddigo indica que pertenecen al bacterioma (B); la segunda, la procedencia del suelo, C: Castella o H:
Hidalgo; la tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o ausencia de inéculo T: inoculado con Trichoderm asperellum, N: Sin
inocular; y el nimero es la replica procedimental.

*+en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxdn mas especifico
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Micobioma

El andlisis de la comunidad fungica mediante Illlumina MiSeq generé 21.542.237 de
secuencias, tras el filtrado para reducir los errores de secuenciacidn y amplificacion y
eliminar las secuencias quiméricas, se dispuso de 10.486.800 secuencias (tabla 6.5)
gue son las que se utilizaron para el andlisis de alfa y B-diversidad. Después de agrupar
en OTUs las secuencias con menos de un 3% de diferencia, se generaron 2.796 OTUs.
La muestra con menos OTUs tenia 156 (FCRN2) y la que tenia mas es FHSN3, con 602.
En todos los casos se obtuvieron coberturas superiores al 99,9% y unos indices de
diversidad inferiores a los obtenidos en el analisis de la comunidad bacteriana (tabla
6.2). Los indices de Shannon oscilan entre 1,06 el mas bajo (FHRT3) y 2,61 de FCRT3 el
mas elevado (tabla 6.5). Los test t de student (p<0,05) realizados para determinar si
habia diferencias significativas entre numero de OTUs y los indices de diversidad,
muestran diferencias entre el nimero de OTUs y los indices de Shannon de las
muestras segln la procedencia del suelo, de igual modo que en el analisis de la
comunidad bacteriana. Cabe sefalar que el nidmero OTUs es significativamente
superior en el suelo de la parcela Hidalgo, mientras que los indices de Shannon son
significativamente mas elevados en el suelo de la parcela Castella. El analisis de la
comunidad fungica muestra ademas diferencias significativas cuando se compara el
numero de OTUs y el valor del indice Chao en relacién con la variedad de planta
cultivada, observando cifras mas elevadas en ambos tipos de suelo cuando la variedad
cultivada es la susceptible. La muestra con menor nimero de secuencias es FCRN2
(195.686), por lo tanto, para los andlisis de B-diversidad se reduciran todos los grupos
a este numero de secuencias. En la figura S6.2 se observa que las curvas de rarefaccién

para las muestras con 195.686 secuencias también llegan a la saturacion.

Los filos fungicos presentes en las muestras analizadas (tabla 6.6) son 7, y por orden
decreciente de abundancia se corresponden a: Ascomycota (92,40%),
Morteriellomycota (4,15%), Basidiomycota (1,98%), Olpidiomycota (1,11%),
Glomeromycota (0,17%), Chytridiomycota (0,01%) y Rozellomycota (0,0015%), ademas

de un 0,17% de secuencias de hongos no clasificadas. El analisis estadistico mediante el
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test t de student (p<0,05) realizado, muestra que Unicamente hay diferencias
significativas cuando comparamos los dos tipos de suelos, Castella e Hidalgo. El filo
Ascomycota estd mas representado en las muestras de la parcela Hidalgo, mientras
que los filos Basidiomycota, Morteriellomycota y Olpidiomycota se encuentran en

mayor porcentaje en las macetas correspondientes al suelo de la parcela Castella.

Los géneros o nivel taxondmico mds especifico detallada a la que se ha podido
acceder, muestra que los taxones mds abundantes (>1%) pertenecen a 3 filos (Tabla
6.7). Entre ellos, Wallemia (1,24%) es el Unico género presente del filo Basidiomycota.
Las secuencias de la familia Morteriellaceae (3,19%) son las Unicas del filo
Mortierellomycota. La mayoria de géneros que se han podido identificar pertenecen al
filo Ascomycota, Trichophaeopsis (18,3%), Gibellulopsis (7,66%), Gibberella (3,19%),
Fusarium (2,98%), Stachybotrys (1,29%) y Neocomospora (1,05%), como en los otros
filos algunas secuencias solo se podian afiliar hasta el taxén familia: Microascaceae
(42%), Chaetomiaceae (6,52%), Nectriaceae (3,38%). El andlisis estadistico realizado
respecto de estos taxones muestra el mismo resultado que a nivel de filo, solo se
observan diferencias significativas (p<0,05) cuando se compara la variable procedencia
del suelo. Las secuencias pertenecientes a los géneros Trichophaeopsis y Gibellulopsis,
ambas del filo Ascomycota, estdan en mayor porcentaje en las macetas
correspondientes a suelo de la parcela Hidalgo. Sin embargo, hay taxones
pertenecientes a 3 filos que son significativamente mas abundantes en las réplicas de
macetas con suelo de la parcela Castella, Ascomycota, Morteriellomycota vy
Basidiomycota. Al filo Ascomycota pertenecen dos familias, Chaetomiaceae y
Nectriaceae, y dos géneros, Stachybotrys y Neocosmospora. Del filo
Morteriellomycota, serian los pertenecientes a la familia Morteriellaceae y del filo
Basidiomycota, Wallemia. En la tabla 6.7 también se muestran las secuencias que
pertenecen al género Trichoderma, y como se puede observar, la prevalencia de este

microorganismo ha sido nula en algunas de las muestras y muy baja en otras.
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Tabla 6.5 Numero de lecturas iniciales y depuradas, de lllumina MiSeq correspondiente a la comunidad

fungica, nimero de OTUs e indices de diversidad de las diferentes muestras analizadas.

Muestra" Lecturas iniciales Lecturas depuradas OTUs Cobertura Shannon Chao

FC1 781.190 311.669 328 0,9993 2,40  2.032,23
FCRN1 657.155 246.119 194 0,9995 2,37 695,50
FCRN2 514.298 195.686 156 0,9996 2,40 634,50
FCRN3 893.159 349.974 224 0,9996 2,29 1.449,11
FCRT1 1.036.826 408.825 341 0,9995 2,59 1.563,11
FCRT2 832.103 271.376 241 0,9994 2,53 925,00
FCRT3 917.452 299.528 236 0,9995 2,61 808,35
FCSN1 791.435 274.186 230 0,9994 2,09 1.498,75
FCSN2 657.223 232.295 253 0,9992 2,47 1.108,56
FCSN3 1.211.446 407.567 300 0,9994 2,71 2.842,50
FCST1 749.959 278.771 169 0,9997 2,16 1.081,00
FCST2 1.074.662 409.619 206 0,9997 1,84 786,59
FCST3 918.986 337.476 353 0,9992 2,49 1.285,57

FH1 709.552 284.457 270 0,9995 1,93 804,37
FHRN1 916.158 356.215 315 0,9993 1,30 1.891,24
FHRN2 633.003 228.891 223 0,9994 1,73 1.059,77
FHRN3 846.898 329.538 246 0,9995 1,59 1.091,63
FHRT1 843.494 307.579 252 0,9994 1,52 1.107,56
FHRT2 914.232 334.445 256 0,9995 1,61 924,45
FHRT3 773.999 654.145 247 0,9997 1,06 972,00
FHSN1 959.780 790.720 459 0,9996 1,61 2.529,93
FHSN2 524.154 419.863 452 0,9991 1,29 2.482,63
FHSN3 901.957 730.666 602 0,9994 1,92  3.267,32
FHST1 708.663 589.681 321 0,9996 1,21 2.022,18
FHST2 880.741 707.049 401 0,9996 1,45 2.764,90
FHST3 893.712 730.460 254 0,9997 1,56 1.489,20

"Las muestras se identifican mediante un cddigo de 5 caracteres. La primera letra del cédigo indica que
pertenecen al micobioma (F); la segunda, la procedencia del suelo, C: Castella o H: Hidalgo; |a tercera, la
variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o
ausencia de indculo T: inoculado con Trichoderm asperellum, N: Sin inocular; y el nUmero es la replica
procedimental.
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Tabla 6.6 Porcentaje de secuencias pertenecientes a cada uno de los filos flngicos presentes en las muestras analizadas mediante lllumina MiSeq. Diferencias significativas
determinadas mediante t de student (p<0,05).

Filo FC1* FCRN1" FCRN2" FCRN3" FCRT1" FCRT2" FCRT3" FCSN1" FCSN2" FCSN3" FCST1" FCST2" FCST3"

Hongos sin clasificar 0,19 0,36 0,45 0,15 0,22 0,66 0,33 0,71 0,10 0,65 0,12 0,20 0,42
Ascomycota*** 80,32 89,92 88,57 90,21 87,01 8056 90,57 8592 86,26 77,75 89,42 091,76 76,66
Basidiomycota*** 6,38 0,74 5,53 4,00 6,86 10,28 1,95 0,40 1,61 10,30 4,31 0,46 1,65
Chytridiomycota 0,14 0,00 0,02 0,01 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,01 0,00
Glomeromycota 0,00 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 3,10 0,93 0,00 0,00 0,00 0,00
Mortierellomycota*** 11,35 6,71 4,75 4,44 4,09 7,78 6,67 5,84 4,37 10,69 5,65 4,88 9,20
Olpidiomycota*** 1,61 2,26 0,66 1,10 1,82 0,71 0,48 4,03 6,73 0,61 0,47 2,68 12,06
Rozellomycota 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Filo FH1" FHRN1" FHRN2" FHRN3" FHRT1" FHRT2" FHRT3" FHSN1" FHSN2" FHSN3" FHST1" FHST2" FHST3"
Hongos sin clasificar 0,06 0,01 0,06 0,04 0,07 0,14 0,00 0,11 0,00 0,05 0,02 0,06 0,13
Ascomycota*** 9398 96,40 96,35 98,31 96,62 96,73 9824 97,21 96,75 94,98 96,79 96,15 97,08
Basidiomycota*** 0,18 0,23 0,38 0,00 0,25 0,67 0,26 0,30 0,13 3,00 0,01 0,00 0,24
Chytridiomycota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Glomeromycota 0,00 0,13 0,25 0,00 0,00 0,34 0,00 0,31 0,11 0,04 0,15 0,08 0,00
Mortierellomycota*** 5,32 3,16 2,88 1,62 2,05 2,07 1,48 1,90 3,01 1,93 3,02 3,54 2,53
Olpidiomycota*** 0,45 0,08 0,08 0,00 0,91 0,05 0,00 0,18 0,00 0,00 0,02 0,18 0,02
Rozellomycota 0,00 0,00 0,01 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
*Taxon con diferencias significativas entre las muestras que se inocularon con Trichoderma y las que no.
**Taxon con diferencias significativas entre las muestras correspondientes a diferentes variedades de tomatera.
***Taxdn con diferencias significativas entre las muestras pertenecientes suelo de la parcela Hidalgo respecto de las de Castella.
"Las muestras se identifican mediante un cddigo de 5 caracteres. La primera letra del cddigo indica que pertenecen al micobioma (F); la segunda, la procedencia del
suelo, C: Castella o H: Hidalgo; la tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o ausencia de indculo T:
inoculado con Trichoderm asperellum, N: Sin inocular; y el nimero es la replica procedimental.
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Tabla 6.7 Porcentaje de secuencias pertenecientes a cada uno de los géneros fungicos presentes en las muestras mediante lllumina MiSeq. Diferencias significativas

determinadas mediante t de student (p<0,05).

Género* FC1* FCRN1" FCRN2" FCRN3" FCRT1" FCRT2" FCRT3" FCSN1" FCSN2" FCSN3" FCST1" FCST2" FCST3"
Microascaceae sin clasificar 37,59 34,77 29,78 34,55 33,18 28,45 27,19 4506 33,19 29,06 40,42 48,38 21,17
Trichophaeopsis*** 12,82 0,83 1,61 1,92 1,89 1,81 10,13 2,88 1,75 4,54 2,11 2,82 6,66
Gibellulopsis*** 0,57 0,56 2,13 2,24 4,80 1,50 0,92 0,69 1,71 4,97 1,69 0,00 1,44
Chaetomiaceae sin clasificar*** 3,87 23,89 27,37 28,28 23,74 23,33 25,70 22,70 22,53 1570 0,17 0,03 0,03
Nectriaceae sin clasificar*** 7,50 6,35 4,75 4,72 2,29 2,43 3,97 0,86 6,94 5,35 1593 13,06 12,73
Gibberella 4,16 4,77 3,33 4,91 2,40 1,75 1,83 1,84 2,09 1,45 9,26 8,00 10,09
Mortierellaceae sin clasificar*** 9,04 4,35 3,26 3,90 2,33 5,54 4,23 4,89 2,74 7,43 3,66 4,64 7,68
Fusarium 1,81 1,35 3,03 1,61 2,62 3,39 0,15 1,20 2,18 0,58 8,98 10,21 10,23
Stachybotrys*** 3,58 5,21 6,43 1,96 2,34 4,06 4,75 3,20 4,24 0,01 3,25 2,79 2,17
Wallemia*** 6,21 0,73 5,53 4,00 1,63 10,28 1,60 0,40 1,61 6,21 2,52 0,46 1,65
Neocosmospora*** 2,37 4,43 1,48 2,86 2,44 2,19 2,48 1,13 1,92 1,98 0,28 0,64 0,59
Otros 10,49 12,76 11,29 9,05 20,34 15,26 17,06 15,14 19,11 22,73 11,72 8,97 25,55
Trichoderma 0,00 0,00 0,06 0,05 0,40 0,08 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02 0,00 0,09
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Género* FH1" FHRN1" FHRN2" FHRN3" FHRT1" FHRT2" FHRT3" FHSN1" FHSN2" FHSN3" FHST1" FHST2" FHST3"
Microascaceae sin clasificar 47,39 58,07 18,68 39,57 42,23 47,34 72,91 40,31 17,76 29,68 64,35 53,14 52,84
Trichophaeopsis*** 17,57 29,24 34,11 36,94 35,82 26,00 7,69 34,86 63,71 3497 20,41 18,33 14,73
Gibellulopsis*** 6,54 2,52 30,52 6,53 11,06 11,14 11,26 7,89 9,56 10,47 7,37 16,73 16,65
Chaetomiaceae sin clasificar*** 13,03 0,73 0,01 0,04 0,08 0,05 0,13 0,02 0,01 0,03 0,11 0,04 0,19
Nectriaceae sin clasificar*** 0,22 0,02 2,19 1,18 1,74 0,27 0,08 5,95 1,06 0,91 0,55 0,28 0,11

Gibberella 0,84 1,03 2,12 5,65 0,97 3,17 1,61 2,88 0,61 7,66 0,75 3,98 1,11
Mortierellaceae sin clasificar*** 5,07 2,79 2,04 1,41 1,64 1,48 1,23 1,52 2,24 1,12 2,52 3,17 2,05
Fusarium 0,28 0,53 5,78 4,88 0,90 4,25 0,71 1,79 0,91 3,83 1,04 0,50 6,81
Stachybotrys*** 0,26 0,00 0,10 0,23 0,12 0,11 0,05 0,13 0,11 0,47 0,05 0,09 0,18
Wallemia*** 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Neocosmospora*** 0,86 0,91 0,31 0,27 0,20 0,79 0,42 0,50 0,11 0,30 0,30 0,87 0,86
Otros 7,93 4,16 4,14 3,31 5,24 5,40 3,92 4,14 3,91 10,57 2,56 2,86 4,46
Trichoderma 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

*Taxon con diferencias significativas entre las muestras que se inocularon con Trichoderma y las que no.

**Taxdn con diferencias significativas entre las muestras correspondientes a diferentes variedades de tomatera.

***Taxdn con diferencias significativas entre las muestras pertenecientes suelo de la parcela Hidalgo respecto de las de Castella.

"Las muestras se identifican mediante un cédigo de 5 caracteres. La primera letra del cddigo indica que pertenecen al micobioma (F); la segunda, la procedencia del suelo,
C: Castella o H: Hidalgo; |a tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o ausencia de indculo T: inoculado con
Trichoderm asperellum, N: Sin inocular; y el nimero es la replica procedimental.

*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha  clasificado con el taxdn mads especifico
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6.1.2 Andlisis de la B-diversidad del microbioma rizosferico de las

diferentes condiciones ensayadas

En este apartado se han realizado andlisis estadisticos con el objetivo de poner de
manifiesto diferencias entre los microbiomas rizosféricos dependiendo del tipo de
suelo, la variedad de tomatera sembrada vy si se ha inoculado Trichoderma asperellum

como agente de biocontrol o no, del ensayo en maceta.

Bacterioma

La elaboracion de dendrogramas con los datos correspondientes a la composicion de la
comunidad bacteriana a partir del analisis Cluster permitié determinar si estas se
agrupaban segun el tipo de suelo, la variedad de planta cultivada o la presencia de
agente de control biolégico. Como se puede observar en la figura 6.2 las muestras no
se agrupan segun las variables analizadas, poniendo de manifiesto una gran
heterogeneidad entre las diferentes muestras, inclusive entre las diferentes réplicas de
una misma muestra. Los analisis mediante Amova, solo revelan diferencias
significativas en el caso de la muestra BCST con respecto al resto de muestras. En
cuanto a los analisis mediante homova, se observan diferencias significativas entre las
muestras iniciales, comparadas con el resto. Asi pues, tanto los andlisis de cluster,
como mediante Amova y Homova ponen de manifiesto que no se pueden establecer
diferencias entre las comunidades bacterianas con respecto a las tres variables
analizadas (procedencia del suelo, variedad vegetal sembrada y presencia/ausencia de

inéculo del agente de biocontrol).

Con el objetivo de determinar que taxones eran los mas representativos en cada tipo
suelo, cada variedad de tomatera y segun la presencia o no de agente de control
bioldgico se aplicd la herramienta LEfSe. En la figura 6.3 se mestran los resultados
obtenidos en este andlisis. Cuando comparamos las muestras segun la variedad de
tomatera sembrada se puede observar secuencias representivas pertenecientes a 9
filos, y 12 cuando la comparacién se corresponde a la procedencia del suelo. Los filos

Proteobacteria y Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Verrucomicrobia, Firmicutes,
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Bacteroidetes, Actinobacteria y Acidobacteria son biomarcadores de ambos tipos de
suelo supresivo. No obstante, los dos primeros estan mads representados en las
macetas con suelo perteneciente a la parcela Hidalgo; mientras que, los seis Ultimos
son mas abundates del suelo de la parcela Castella. Ademas, Deinococcus-Thermus y
Chloroflexi solo aparecen como representativos en suelo de parcela Hidalgo, mientras
que no hay ningun filo que sea representativo Unicamente del suelo de la parcela

Castella.

En la comparacion del bacterioma de ambas variedades de tomatera, la susceptible y
la resistente a Meloidogyne incognita, es importante incluir también las muestras
iniciales, previas a la sembra (BH1 y BC1). En las muestras BH1 y BC1 se han detectado
dos filos (Actinobacteria y Firmicutes) que son representativos de las mismas, mientras
gue una vez sembradas las tomateras no lo son, ademads de ser las que mas secuencias
de Bacteroidetes representativas poseen. Se han detectado secuencias de dos filos
(Planctomycetes y Armatimonadetes) biomarcadores uUnicamente de la variedad
Durinta (susceptible), asimismo el filo Verrucomicrobia estd mas representado en las
muestras correspondientes a esta variedad. Cabe resaltar también, que el filo
Bacteroidetes estd mas representado en esta variedad que en la resistente.
Finalmente, se han encontrado dos filos (Acidobacteria y Gemmatimonadetes) que son
biomarcadores exclusivamente de la variedad resistente, Monika, ademas el filo
Proteobacteria aun siendo biomarcador de los tres supuestos, es mas abundante en las

muestras de la variedad resistente a Meloidogyne incognita.

En cuanto a la comparacion correspondiente a la presencia o ausencia del agente de
biocontrol, se ha de resaltar que no hay OTUs representativos en ninguno de los casos,

segun LEfSe.

169



BHST3
BCRN2
BHST2
BCSN2
BHSTI
--L_4 BH1
BCRT!
BHSN2
—1 i
BCST
BHSN3
| BCRT3
| BHRT!
' BC1
i BCSN3
BHRN2

— BCRT2
BHRT3

BHRN3

BCRN3

BCST2
I BHRN1

BCST3

BHRT2

BHSN1
BCRN1

Figura 6.2 Dendrogramas con las muestras agrupadas usando el algoritmo UPGMA en base a la
matriz de similitud que fue calculada con el coeficiente thetayc. Las muestras se identifican
mediante un cédigo de 5 caracteres. La primera letra del cddigo indica que pertenecen al
microbioma (B); la segunda, la procedencia del suelo, C: Castella o H: Hidalgo; la tercera, la variedad
de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o ausencia de
indculo T: inoculado con Trichoderm asperellum, N: Sin inocular; y el nimero es la replica

procedimental.
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Capitulo 6. Impacto de la inoculacién de Trichoderma asperellum, agente de biocontrol contra Meloidogyne

incognita, sobre el microbioma de la rizosfera de Solanum lycopersicum
Procedencia del suelo

Verrucomicrobia
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Figura 6.3 Filos bacterianos representativos para cada uno de los supuestros comparados (variedad
tomatera y procedencia del suelo) y sumatorio del nimero de secuencias de los OTUs para cada uno de

ellos, segun el método LEfSe.

En las tablas S5.1 y S5.2 se muestra el numero secuencias de los OTUs representativos

segun el algoritmo LEfSe para cada una de las variables analizadas, asi como la
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afiliacion filogenética mas precisa obtenida. En resumen, se han obtenido 155
afiliaciones taxondémicas diferentes, 146 cuando se comparan las macetas con
diferentes tipos de suelo y 40 cuando se comparan las variedades de la tomatera
cultivada. En la tabla 6.8 solo se detallan los géneros que tenian mas de un 90% de
diferencia entre el numero de secuencias representativas de las variables comparadas
(variedad de tomatera y tipo de suelo). La herramienta LEfSe no mostré taxones
representativos cuando se comparan las muestras con y sin inéculo de Trichoderma

asperellum.

La herramienta Microbiome para R (apartado 3.4.6) nos permitié establecer el core
para cada variable analizada. El core global del ensayo estd constituido por 8 filos
(Tabla 6.9): Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Proteobacteria y Verrucomicrobia, ademads de
un numeroso OTU de bacterias sin clasificar. Los 8 filos tienen algin representante en

alguno de los cores perteneciente a cada una de las variables estudiadas.

En cuanto a la afiliacién filegénetica a nivel de género, hay representantes de cuatro
filos que estan presentes en todos los cores: géneros de las subdivisiones GP3, Gp4 y
GP5 del filo Acidobacteria, Ohtaekwangia y Pontibacter del filo Bacteroidetes,
Gemmatimonas perteneciente a las Gemmatimonadetes y Sphingomonas y
Steroidobacter del filo Proteobacteria. Ademas, hay géneros que aparecen solo en los
cores de algunas de las variables estudiadas: Adhaeribacter (Bacteroidetes) forma
parte del core de las muestras de la variedad Durinta y de las muestras sin tratamiento
con el agente de control bioldgico. Secuencias de Sporosarcina (Firmicutes) aparecen
en los cores de la variedad Monika, en las muestras con tratamiento de Trichoderma 'y
en las muestras de la parcela Castella. Por ultimo, Opitutus (Verrucomicrobia) estd

presente en los cores de la variedad Durinta y suelos de la parcela Hidalgo.
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Tabla 6.8 Géneros bacterianos representativos que presentan una diferencia en el nimero de

secuencias mayor a un 90% al comparar los diferentes supuestros (variedad tomatera y procedencia del

suelo) mediante LEfSe. a) Hidalgo, b) Castella, c) Durinta, d) Monika, e) iniciales.

a) Filo

Género

b)

Filo

Género

Acidobacteria

Género de la
subdivision Gp10
Género dela
subdivision Gp16

Actinobacteria

Rubrobacter
Promicromonospora
Blastococcus
Nocardioides
Glycomyces
Actinophytocola
Planobispora
Actinoplanes
Aciditerrimonas

Bacteroidetes

Terrimonas
Algoriphagus
Salisaeta
Salegentibacter
Chitinophaga
Salinimicrobium
Flavobacterium
Ohtaekwangia

Deinococcus-Thermus

Truepera

Firmicutes

Pasteuria

Proteobacteria

Hydrogenophaga
Halomonas
Kofleria
Marinobacter
Rheinheimera
Methylobacillus
Methylophaga
Geobacter
Arenimonas
Erythrobacter
Duganella
Pelagibius
Enhygromyxa
Rhodoplanes

Azoarcus
Serpens
Salinicola

Verrucomicrobia

Haloferula
Pelagicoccus
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Acidobacteria

Género de la
subdivision Gp9

Phycicoccus

Jiangella
Aeromicrobium
Mycobacterium

Streptomyces
Solirubrobacter

Bacteroidetes

Fluviicola
Rhodocytophaga
Emticicia
Flavisolibacter
Pedobacter
Adhaeribacter
Pontibacter

Firmicutes

Thermoactinomyces

Paenibacillus
Gracilibacillus

Planctomycetes

Planctomyces

Proteobacteria

Geminicoccus

Myxococcus

Pseudoxanthomonas

Brevundimonas
Skermanella
Pusillimonas
Asticcacaulis

Ensifer

Novosphingobium
Phenylobacterium

Corallococcus
Luteimonas
Microvirga

Pseudomonas

Peredibacter

Massilia
Sphingomonas

Verrucomicrobia

Prosthecobacter




c) Filo Género
Bacteroidetes Fluviicola
Flavobacterium
Sediminibacterium
Salisaeta
Proteobacteria  Hydrogenophaga
Azoarcus
Verrucomicrobia Opitutus
Haloferula
e) Filo Género

Acidobacteria

Género de la
subdivision Gp10

Actinobacteria

Actinomadura
Aeromicrobium
Kribbella
Nocardioides
Nocardiopsis

Bacteroidetes

Adhaeribacter
Algoriphagus
Gracilimonas

Ohtaekwangia

Pedobacter

Firmicutes

Oceanobacillus

Proteobacteria

Acinetobacter
Cronobacter
Lysobacter
Pantoea
Pseudoalteromonas
Pseudomonas
Rhizobium

d) Filo

Género

Acidobacteria

Género de la
subdivision Gp4
Género de la
subdivision Gp7

Bacteroidetes

Dyadobacter

Gemmatimonadetes

Gemmatimonas

Proteobacteria

Sphingobium
Sphingomonas
Methylophilus

Nannocystis
Cellvibrio

Pseudoxanthomonas
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Capitulo 6. Impacto de la inoculacion de Trichoderma asperellum, agente de biocontrol contra Meloidogyne incognita, sobre el microbioma de la rizosfera de Solanum lycopersicum

Tabla 6.9 OTUs que forman parte del core de la comunidad bacteriana global y para cada variable a analizar (variedad de tomatera, procedencia del suelo y tratamiento).

Anadlisis realizado mediante la herramienta Microbiome para R (90% de prevalencia y 0,5% de presencia)

Filotipo Tamaiio . Afiliacion taxonomlc:a\ Gobal Monika Durinta II.TOCUIO de Sininéculo  Castella Hidalgo
Filo Género* Trichoderma
22 140.425 Género de la subdivisién Gp3
15 261.217 Acidobacteria Género de la subdivisiéon Gp4
3 340.815 Género de la subdivision Gp6
8 258.419 Actinobacteria sin clasificar
17 161.612 Actinomycetales sin clasificar
42 78.006 Actinobacteria Micrococcaceae sin clasificar
40 65.331 Nocardioidaceae sin clasificar
35 83.980 Streptomycetaceae sin clasificar
1 2.065.666 Bacteria sin clasificar Bacteria sin clasificar
39 83.744 Adhaeribacter
10 250.488 Bacteroidetes sin clasificar
20 157.019 Chitinophagaceae sin clasificar
24 150.520 Bacteroidetes Flavobacteriaceae sin clasificar
9 398.149 Ohtaekwangia
14 209.756 Pontibacter
30 75.013 Sphingobacteriales sin clasificar
6 309.403 Bacillales sin clasificar
49 112.608 Firmicutes Sporosarcina
73 112.608 Sporosarcina
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Capitulo 6. Impacto de la inoculacion de Trichoderma asperellum, agente de biocontrol contra Meloidogyne incognita, sobre el microbioma de la rizosfera de Solanum lycopersicum

Tabla 6.9 (continuacion)

Afiliacion taxonomica Inoculo de

Filotipo Tamaio . J Gobal Monika Durinta _ . Sininéculo  Castella Hidalgo
Filo Género* Trichoderma
21 144.557 Gemmatimonadetes Gemmatimonas
18 80.554 Planctomycetes Planctomycetaceae sin clasificar
5 288.958 Alphaproteobacteria sin clasificar
7 340.699 Betaproteobacteria sin clasificar
26 63.182 Deltaproteobacteria sin clasificar
38 71.442 Erythrobacteraceae sin clasificar
2 371.264 Gammaproteobacteria sin clasificar
12 176.363 Proteobacteria Myxococcales sin clasificar
4 270.655 Proteobacteria sin clasificar
11 179.103 Rhizobiales sin clasificar
28 92.867 Rhodospirillales sin clasificar
13 202.843 Sphingomonadaceae sin clasificar
37 206.260 Sphingomonas
19 203.604 Steroidobacter
16 187.328 Verrucomicrobia 3 géneros incertae sedis
27 79.303 Opitutus

*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxdn mas especifico.
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Micobioma

Cuando analizamos la similitud entre las diferentes muestras a nivel de composicidon
taxondmica de las comunidades fungicas también podemos observar, como en el caso
de la comunidad bacteriana, una elevada heterogeneidad (Figura 6.4); no obstante, en
este caso en el andlisis de Cluster se obtiene un dendrograma donde las muestras
tienden a agruparse en funcidn del tipo de suelo (Castella e Hidalgo). Los test Homova
realizados muestran que sélo hay diferencias significativas entre muestras cuando
comparamos las correspondientes al inicid del experimento (FH1 y FC1) con el resto de
muestras, resultado similar al obtenido en el anadlisis de la comunidad bacteriana. Los
test Amova no muestran diferencias significativas entre las poblaciones fungicas
cuando se comparan las variables estudiadas (procedencia del suelo, variedad de

tomatera o presencia/ausencia de inéculo de Tricoderma asperellum).

La prueba LEfSe aplicada a las secuencias fungicas, muestra OTUs representativos al
comparar la variedad de tomatera, asi como la procedencia del suelo de la maceta
(parcela de origen) (Figura 6.5), pero no al comparar muestras con y sin tratamiento
con el agente biocontrol (Thrichoderma asperellum). Los filos representativos respecto
de la variedad de tomatera son 3, Mortierellomycota, Chytridiomycota y Ascomycota,
y 4 en el caso del tipo de suelo, Ascomycota, Mortierellomycota, Basidiomycota y
Olpidiomycota. Cabe enfatizar que los tres ultimos sélo se observan secuencias

representativas en las muestras correspondientes a suelo de la parcela Castella.
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Figura 6.4 Dendrogramas con las muestras agrupadas usando el algoritmo UPGMA en base a la matriz
de similitud que fue calculada con el coeficiente thetayc. Las muestras se identifican mediante un cédigo
de 5 caracteres. La primera letra del cddigo indica que pertenecen al micobioma (F); la segunda, la
procedencia del suelo, C: Castelloc o H: Hidalgo; la tercera, la variedad de tomatera, R: resistente
(Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o ausencia de indculo T: inoculado con

Trichoderm asperellum, N: Sin inocular; y el nimero es la replica procedimental.
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Capitulo 6. Impacto de la inoculaciéon de Trichoderma asperellum, agente de biocontrol contra Meloidogyne

incognita, sobre el microbioma de la rizosfera de Solanum lycopersicum

Procedencia del suelo
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Figura 6.5 Filos fungicos representativos para cada uno de los supuestros comparados (variedad
tomatera y procedencia del suelo) y sumatorio del nimero de secuencias de los OTUs para cada uno de

ellos, segun el método LEfSe.

En la tabla 6.10 se detallan los géneros o especies asociados a los OTUs

representativos segun la procedencia del suelo y la variedad de tomatera.

Para realizar el estudio comparativo de la variedad de tomatera también se han tenido

en cuenta las muestras iniciales. En este caso, es interesante observar que 5 especies
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son representativas de las muestras iniciales: Gymnoascus reessii, Acremonium
chrysogenum, Arachniotus hebridensis, Cladosporium limoniforme y Pyrenochaeta
inflorescentiae, pero que pierden esa relevancia una vez sembradas las variedades de
tomatera. Los filos Chytridiomycota y Mortierellomycota, aparecen como
representativos Unicamente en las muestras iniciales. A partir de la observaciéon de la
tabla 6.10a se puede inferir que la diversidad de OTUs relevantes baja drasticamente

una vez son sembradas las tomateras.

El 99.98% de las secuencias representativas de las muestras correspondientes a suelos
de la parcela Hidalgo pertenecen al filo Ascomycota, la mayor parte pertenecen a la
familia Microascaceae (51,7%), y a los géneros Trichophaeopsis (32,9%) y Gibellulopsis
(13,15%). En las muestras correspondientes a la parcela Castella las secuencias mas
representativas son mads diversas, siendo los taxones representativos (con una
abundancia relativa superior al 1%) Chaetomiaceae sin clasificar, Nectriaceae sin
clasificar, Gibberella intricans, Stachybotrys chlorohalonata, Neocosmospora,
Pseudogymnoascus, Aspergillus, Geomyces, Plectosphaerellaceae sin clasificar y
Cladosporium del filo Ascomycota; Wallemia del filo Basidiomycota, Mortierellaceae
sin clasificar, Mortierella y Mortierella alpina del filo Mortierellomycota y Olpidiaceae

sp perteneciente a Olpidiomycota.

180



Tabla 6.10 Afiliacidn taxondmica a nivel de especies de los OTUs representativos para cada variable

estudiad a) procedencia del suelo, b) variedad de tomatera cultivada. Analisis realizado mediante la

herramienta LEfSe

a) Filo Género o especie Castella Hidalgo
Acremonium sclerotigenum 4146 0
Acrostalagmus luteoalbus 0 6959
Ascomycota sin clasificar 7612 0
Aspergillus crustosus 3941 0
Aspergillus spp 22276 0
Chaetomiaceae sin clasificar 425526 6883
Chaetomium jodhpurense 2083 0
Chaetomium spp 762 0
Cladosporium spp 15853 0
Geomyces 17381 0
Gibberella intricans 117931 0
Gibellulopsis 0 291376
Hypocreales sin clasificar 2969 0
Leucothecium emdenii 0 1822
Lophotrichus spp 0 5970
Ascomycota Metacordyceps chlamydosporia 2997 0
Microascaceae sin clasificar 0 1149485
Microascales sin clasificar 3322 0
Nectriaceae sin clasificar 154876 0
Neocosmospora spp 51196 0
Orbiliaceae sin clasificar 7439 0
Penicillium spp 8910 0
Plectosphaerellaceae sin clasificar 18325 1908
Preussia spp 3868 0
Pseudogymnoascus spp 27623 0
Pseudombrophila bulbifera 0 10431
Sordariomycetes sin clasificar 1015 8590
Stachybotrys chlorohalonata 87629 0
Trichoderma sin clasificar 1353 0
Trichophaeopsis spp 0 732982
Verticillium klebahnii 0 8189
Basidiomycota Wallemia spp 83698 0
Fungi sin clasificar Hongo sin clasificar 3607 0
Mortierella alpina 13754 0
Mortierellomycota Mortiere(/a oligospora 0 529
Mortierella spp 20140 0
Mortierellaceae sin clasificar 125230 0
Olpidiomycota OIp'ic!iaceae 60152 0
Olpidium spp 7555 0
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Tabla 6.10 Continuacién

b) Filo Género o especie Iniciales Resistente Susceptible
Acremonium chrysogenum 1098 0 0
Arachniotus hebridensis 322 0 0
Ascomycota sin clasificar 0 2398 0
Aspergillus spp 163 0 0
Ascomycota Ceratocystidaceae sin clasificar 0 0 7281
Chaetomiaceae sin clasificar 3081 0 0
Cladosporium limoniforme 290 0 0
Gymnoascus reessii 1748 0 0
Hypocreales sin clasificar 259 0 0
Pyrenochaeta inflorescentiae 139 0 0
Chytridiomycota Chytridiomycota sin clasificar 431 0 0
Fungi sin clasificar Fungi sin clasificar 0 0 3196
Mortierellomycota Mortierellaceae sin clasificar 279 0 0

Muestra de suelo sin sembrar y sin inocular
* en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie se ha clasificado con el taxon
mas especifico.

Finalmente, también se ha determinado el core fungico global del ensayo, asi como al
de cada una de las variables analizadas. En la tabla 6.11 se puede observar que el core
global es el mismo que el de la variedad Monika y el correspondiente a las réplicas con
o sin tratamiento con Trichoderma asperellum. Este core consta de 4 taxones, 3 del filo
Ascomycota (Gibberella intricans, Microascaceae sin clasificar y Trichophaeopsis sp) y
las Mortierellaceae sin clasificar del filo Mortierellomycota. En las muestras de la
variedad de tomatera Durinta aparece ademas un OTU del género Fusarium, y en las
macetas con suelo de la parcela Castello ademds del mismo Fusarium, también
aparecen tres OTUs del filo Ascomycota, Nectriaceae sin clasificar, Neocosmospora sp
y Stachybotrys chlorohalonata. Por ultimo, en las muestras del suelo de la parcela
Hidalgo se observa un OTU del género Gibellulopsis ademas de los OTUs del core

general.
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Capitulo 6. Impacto de la inoculacién de Trichoderma asperellum, agente de biocontrol contra Meloidogyne incognita, sobre el microbioma de la rizosfera de Solanum lycopersicum

Tabla 6.11 OTUs que forman parte del core de la comunidad fungica global y para cada variable a analizar (variedad de tomatera, procedencia del suelo y tratamiento).
Anadlisis realizado mediante la herramienta Microbiome para R (90% de prevalencia y 0,5% de presencia)

. " Afiliacion taxonémica , . Inéculo de Sin L
Filotipo Tamaino . . Goblal Monika Durinta . , Castella Hidalgo
Filo Especie* Trichoderma  Trichoderma
6 302285 Fusarium
79 352539 Gibberella intricans
5 686414 Gibellulopsis
2 4408860 Ascomycota Microascaceae sin clasificar
7 354377 Nectriaceae sin clasificar
23 105605 Neocosmospora sp
50 133147 Stachybotrys chlorohalonata
1 1922771 Trichophaeopsis sp

14 334846 Mortierellomycota Mortierellaceae sin clasificar

*en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie se ha clasificado con el taxdn mas especifico.
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6.1.3 Analisis del efecto de la inoculacién de Trichoderma asperellum

sobre la microbiota del suelo

En el apartado anterior hemos analizado todos los suelos inoculados con Trichoderma
asperellum globalmente, con el objetivo de determinar si el inéculo tenia un efecto
alterador en la estructura de las poblaciones bacterianas o fungicas. Con dichos analisis
se observé que se producian cambios concretos en la comunidad microbiana segun el
tipo de suelo y, en menor medida, segun la variedad de tomatera cultivada, pero no se
han observado cambios relevantes en cuanto a la presencia o no de inéculo del agente
de biocontrol. Con la finalidad de profundizar en las diferencias entre las comunidades
del suelo a las que se inoculé Trichoderma asperellum y las que no, se realizd una
comparacion de los diferentes bloques iguales (Castella-Monika, CR; Castella-Durinta,
CS; Hidalgo-Monika, HR y Hidalgo-Durinta, HS), que Unicamente diferian en si se habia

realizado el tratamiento con el agente de biocontrol.

Con tal propdsito se ha realizado el estudio de las cuatro parejas mediante mothur. En
primer lugar, se ha valorado si habia diferencias significativas entre las parejas
mediante Amova y Homova, para las poblaciones bacterias y fungicas, y sélo se han
hallado diferencias significativas en analisis mediante Amova correspondiente a las
muestras de suelo Castella con la variedad resistente de tomatera, respecto de la
comunidad bacteriana. Aun asi, se realizd la prueba LEfSe y se explord el core de las

muestras para cada pareja, tanto para la comunidad bacteriana como fungica.

Comunidad bacteriana

El analisis mediante LEfSe muestra la misma heterogeneidad que venimos observando
en apartados anteriores. En las tablas 6.12 y S6.3 queda manifiesto que existen
cambios en los taxones dominantes cuando se comparan las muestras inoculadas con
Trichoderma asperellum y sin inocular para cada pareja de las diferentes
combinaciones de las variables (suelo y variedad vegetal). No obstante, los cambios
observados para cada pareja son dispares. Solo se observan diferencias significativas

(p<0,05) cuando se compara el conjunto de muestras inoculoadas con el agente de
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biocontrol con las no inoculadas, para el filo Bacteroidetes, y concretamente respecto
al género Ohtaekwangia, los cuales estdn mas representados en las muestras sin
inéculo. Por otro lado, hay tres filos (Armatimonadetes, Chlamydiae vy
Gemmatimonadetes) que solo aparecen como representativos en muestras sin
Trichoderma asperellum vy tres (Nitrospira, Parcubacteria (OD1) y Spirochaetes) que
son representativos Unicamente en las muestras con el inéculo, pero estas sélo

aparecen en una o dos muestras.

Tabla 6.12 Numero de secuencias de cada filo bacteriano representativo para cada supuesto del ensayo

segun LEfSe.

Filo Con Trichoderma asperellum Sin inéculo
BCR" BCS" BHR" BHS" BCR" BCS" BHR" BHS"
Acidobacteria 8875 5892 674 455 2730 2076 840 7369
Actinobacteria 15638 0 506 1559 2350 4900 2627 4831
Armatimonadetes 0 0 0 0 551 0 0 0
Bacteria sin clasificar* 19562 10868 9728 18755 3338 1725 9025 1474
Bacteroidetes* 1336 221 20315 6820 40100 33103 16808 28961
Chlamydiae 0 0 0 0 0 0 199 0
Firmicutes 15565 673 342 0 20619 1914 0 183
Gemmatimonadetes 0 0 0 0 876 0 0 0
Nitrospira 3002 3992 0 0 0 0 0 0
Parcubacteria (OD1) 0 0 203 0 0 0 0 0
Proteobacteria 39520 18867 18314 34529 31246 62880 14086 9754
Spirochaetes 0 0 0 208 0 0 0 0
Verrucomicrobia 0 212 921 867 6899 1606 1659 0
*diferencias significativas (p<0,05) entre todas las muestras con indculo y todas las muestras sin

inéculo.

"Las muestras se identifican mediante un cddigo de tres caracteres. La primera letra del cédigo
de muestra indica que pertenecen al bacterioma; la segunda, la procedencia del suelo, C:
Castella o H: Hidalgo y la tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S:
susceptible (Durinta).

La tabla 6.13 muestra los OTUs presentes en el core de cada tipo de muestra. El analisis
de los resultados muestra que en todas las parejas hay al menos una diferencia
respecto al core global, en funcidn de si las muestras estan inoculadas con el agente de
biocotrol o no lo estan. Cabe resaltar, que en el caso de las macetas con suelo de la
parcela Hidalgo, sembrado con la variedad de tomatera Durinta, el core es totalmente
distinto en funcién de si ha sido inoculado o no con Trichoderma. Ademas, los filos
Actinobacteria y Verrucomicrobia estdn Unicamente en los cores correspondientes a

las muestras sin inoculo.
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Tabla 6.13 OTUs presentes en el core bacteriano de cada grupo de muestras. En gris los presentes, en blanco los ausentes.

oTu Filo Género* Ct.Zn Trichocl{erma as,ierellum _ _ Si? inoculo _ _
BCR BCS BHR BHS BCR BCS BHR BHS
Otu00018 Acidobacteria Gp6
Otu00015 Actinobacteria Actinomycetales sin clasificar
Otu00006 Flavobacteriaceae sin clasificar
Otu00009 Flavobacteriaceae sin clasificar
Otu00010 Bacteroidetes Ohtaekwangia
Otu00004 Pontibacter
Otu00011 Pontibacter
Otu00017 Lysinibacillus
Otu00003 Firmicutes Sporosarcina
0Otu00002 Cellvibrio
Otu00013 Pseudomonas
Otu00005 Proteobacteria Sphingomonas
Otu00008 Sphingomonas
Otu00007 Steroidobacter
Otu00012 Verrucomicrobia Subdivision 3 sin clasificar

"Las muestras se identifican mediante un cédigo de tres caracteres. La primera letra del c4digo de muestra indica que pertenecen al bacterioma, C: Castelld o H: Hidalgo y la

tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta).
*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxdn mas especifico.
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Comunidad fungica

En la tabla 6.14 se muestran las especies representativas segln LEfSe cuando se
comparan las macetas en las que se ha inoculado el agente de control bioldgico y las
gue no. Cuando se comparan las muestras dos a dos, podemos observar que las
poblaciones representativas son siempre diferentes, pero al igual que en el caso de la
comunidad bacteriana se observa heterogeneidad, aunque estos cambios no dan lugar
a patrones caracteristicos, ni las diferencias significativas. Tanto Basidiomycota como
Oplidiomycota pueden ser considerados biomarcadores Unicamente en las muestras
inoculadas con Trichoderma, y solo en las macetas con suelos de la parcela Castella.
Trichophaeopsis se muestra como un género representativo en las distintas réplicas de

suelo Hidalgo no inoculado.

Respecto a los cores correspondientes al conjunto de réplicas de cada una de las
muestras (Tabla 6.15) podemos observar, al igual que en el caso de bacterias que
siempre hay al menos un cambio en los cores cuando comparamos los pares con o sin
Trochoderma asperellum. Ademas, el OTU 0018 (Aspergillus sp) sélo forma parte del
core en las macetas con suelo de la parcela Castella inoculada con Trichoderma
asperellum, mientras que Morteriella alpina sélo esta presente en las que no han sido
inoculadas. Cabe resaltar que los cores correspondientes a las macetas con suelo de la
parcela Castella presentan mas diversidad de OTUs fungicos que las correspondientes

a la parcela Hidalgo.
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Tabla 6.14 Numero de secuencias de las especies fungicas representativas para cada supuesto del

ensayo segun LEfSe.

Filo Especie* Con Trichoderma asperellum Sin indculo
FCR FCS FHR FHS FCR FCS FHR FHS
Plectosphaerella melonis 571 0 0 0 0 0 0 0
Chaetomiaceae sin clasificar 0 0 0 573 0 125268 O 0
Chaetomium jodhpurense 1402 0 0 0 0 0 0 0
Sordariomycetes sin clasificar 27060 0 5421 0 0 5009 0 0
Fusarium sin clasificar 0 156408 O 0 29028 0 0 0
Gibberella intricans 0 70762 0 0 25639 0 0 0
Metarhizium indigoticum 0 5657 0 0 0 0 0 0
Cladosporium sin clasificar 0 0 0 0 0 7875 0 0
Aspergillus crustosus 0 0 0 0 0 1468 0 0
Ascomycota Aspergillus sin clasificar 0 0 0 0 0 2981 0 0
Penicillium sin clasificar 0 0 0 0 0 3704 0 0
Chrysosporium lobatum 0 0 0 0 0 241 0 0
Pseudogymnoascus sp 0 0 0 0 0 10184 O 0
Neocosmospora rubicola 0 0 0 0 0 11718 O 0
Ceratocystidaceae sin clasificar 0 0 0 0 0 3697 0 0
Sordariales sin clasificar 0 0 0 0 0 16191 O 0
Pyronemataceae sp 0 0 460 0 0 0 0 0
Trichophaeopsis sp 0 0 0 0 0 0 507 558294
Microascaceae sin clasificar 0 0 0 712349 0 0 0 0
Basidiomycota Saitozyma sin clasificar 0 3809 0 0 0 0 0 0
Mortierellomycota Mortierella alpina 0 0 0 0 0 6827 0 0
Mortierella sin clasificar 8846 0 0 1004 0 0 0 0
Olpidiomycota Olpidiaceae sp 415 0 0 0 0 0 0 0

Las muestras se identifican mediante un cddigo de tres caracteres. La primera letra del cédigo de
muestra indica que pertenecen al micobioma; la segunda, la procedencia del suelo, C: Castella o H:
Hidalgo y la tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta).

*en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie se ha clasificado con el taxdn mas
especifico.
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Capitulo 6. Impacto de la inoculacion de Trichoderma asperellum, agente de biocontrol contra Meloidogyne incognita, sobre el microbioma de la rizosfera de Solanum lycopersicum

Tabla 6.15 OTUs presentes en el core del micobioma de cada grupo de muestras. En gris los presentes, en blanco los ausentes.

oTU Filo Especie* Con Trichoderma asperellum Sin indculo
FCR FCS FHR FHS FCR FCR FHR FHR
0Otu0018 Aspergillus sp
Otu0002 Chaetomiaceae sin clasificar
Otu0006 Fusarium sp
Otu0015 Fusarium sp
Otu0007 Gibberella intricans
Otu0012 Gibellulopsis sp
Otu0001 Microascaceae sin clasificar
Otu0010 Ascomycota Neocosmospora rubicola
Otu0013 Neocosmospora rubicola
Otu0014 Pseudogymnoascus sp -
Otu0016 Pseudogymnoascus sp
Otu0009 Sordariales sin clasificar
Otu0011 Sordariomycetes sin clasificar
0Otu0004 Stachybotrys chlorohalonata
0Otu0008 Trichophaeopsis sp
Otu0005 Basidiomycota Wallemia sp
Otu0021 Mortierella alpina
Otu0023 Mortierellomycota Mortieije/la alpina
Otu0017 Mortierella sp
0Otu0003 Mortierellaceae sin clasificar

Las muestras se identifican mediante un cédigo de tres caracteres. La primera letra del codigo de muestra indica que pertenecen al micobioma; la segunda, la procedencia
del suelo, C: Castella o H: Hidalgo y la tercera, la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta).
*en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie se ha clasificado con el taxdon mas especifico.
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6.2 Discusion

En este ensayo se ha valorado la presencia de parasitismo fungico en los huevos de
Meloidogyne incognita, |la presencia del nematodo, asi como de sus huevos en macetas
inoculadas con Trichoderma asperellum y sin inocular. Los resultados obtenidos,
publicados por el grupo dirigido por FJ Sorribas?33, mostraron una diferencia
significativa en la presencia de huevos de Meloidogyne incognita en las macetas
tratadas con Trichoderma asperellum entre las sembradas con la variedad Durinta y las
de la variedad Monika, teniendo estas ultimas un menor porcentaje de huevos. Este
resultado era el mismo para la variable suelo (parcela Castella o Hidalgo). Ademas,
todas las muestras no inoculadas con Trichoderma asperellum presentaban una

proporciéon de huevos superior que en las inoculadas. Respecto del porcentaje de

huevos parasitados no habia diferencias significativas entre las muestras.

La inoculacién de macroorganismos no autéctonos en cualquier ambiente tiene
impacto sobre la comunidad microbiana del mismo, para valorar el efecto de la
inoculacién de Trichoderma asperellum en este ensayo se realizé un analisis mediante
[llumina Miseq. Los resultados obtenidos muestran una elevada heterogeneidad entre
las muestras y sus réplicas, que se reafirma en los dendrogramas obtenidos al
comparar la similitud entre las mismas mediante un analisis de clusters (Figura 6.2 y
Figura 6.4). Cuando analizamos las muestras basandonos en las tres variables
analizadas (procedencia del suelo, variedad cultivada y presencia/ausencia de agente
de biocontrol) se observan diferencias en las comunidades microbianas cuando se
comparan los tipos de suelos (Castella e Hidalgo) y en algunos casos en funcidon de la
variedad de tomatera cultivada (Monika y Durinta). La presencia o ausencia de inoculo
de Trichoderma asperellum no modifica en gran medida la comunidad microbiana,
ademas la poca prevalencia del hongo observada en las muestras inoculadas (Tabla
6.7) podria sugerir que una inoculaciéon inicial no modifica las comunidades
microbianas asociadas a la rizosfera de tomatera y que seria necesario inocular
regularmente para asegurar su prevalencia, y en ese caso, se podria valorar si se

modifica la estructura de las poblaciones microbianas.
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Respecto a la variable inoculacién del agente de biocontrol, los filos bacterianos
Bacteroidetes y Chlamydiae, se presentan en un porcentaje superior en las muestras
sin el indculo (tabla 6.3), encontrandose ambos filos también en mayor porcentaje en
los suelos conductivos (capitulo 2). Aunque el filo Bacteroidetes en menor proporcién
en los suelos supresivos, se mantiene alrededor de un 10%, que, aun siendo inferior al
observado en suelos conductivos, constituye una parte importante de la microbiota
del suelo. Dentro de este filo, la familia Chitinophagaceae se mantiene en el core de
todas la variables estudiadas (Tabla 6.9) y es mas abundante en los suelos sin inéculo
(Tabla 6.4 y Tabla S6.3), asi que es posible que miembros de esta familia desempefien
un papel a nivel de supresividad, sobre todo cuando no hay inéculo, ya que se han
reportado actividades supresivas frente a nematodos fitopatégenos, como la actividad
quitinasa?*¢?¥’, En cuanto a la comunidad fingica no se encuentran diferencias
significativas en las muestras de hongos respecto de esta variable (Tabla 6.6 y Tabla
6.7). Cabe resaltar que tampoco se encuentran diferencias significativas utilizando el
algoritmo LEfSe para ninguna de las dos comunidades. Sin embargo, cuando
estudiamos el core de los suelos inoculado con Trichoderma asperellum y no
inoculadas, y lo comparamos con el core global, se puede observar que hay una familia
(Streptomycetaceae) y un género que pueden tener relevancia y funcién supresora
contra M. incognita. La familia Streptomycetaceae (tabla 6.9) es la uUnica familia
bacteriana que produce crisofanol?®®23°, una antraquinona con potencial terapéutico
de amplio espectro e importancia ecoldgica, resaltando su actividad antihémica contra
Meloidogyne incognita 12s**°. Otro género de importancia es Sporosarcina, el cual se
encontraba en el core de suelos supresivos en el capitulo anterior, asi como en otros
trabajos realizados en suelos con capacidad supresora de plagas'?, con lo que puede
jugar un papel importante en la supresividad. Como se puede observar en la tabla 6.7
las secuencias pertenecientes a Trichoderma no se han detectado en las macetas
inoculadas con este agente de biocontrol, por lo tanto, se puede inferir que
Trichoderma no se ha establecido en el sistema o no esta presente en un porcentaje
detectable. En la comunidad fungica no hay diferencias en ninguna de las pruebas que

hemos realizado comparando las macetas inoculadas con las no inoculadas.
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En anteriores estudios se ha probado que la variedad de la especie vegetal cultivada
puede modificar la diversidad microbiana de la rizosfera®®®’. De la misma manera, en
el estudio que aqui se presenta, se ha puesto de manifiesto que la variedad de
tomatera cultivada tiene un efecto mas profundo sobre la composicién taxondmica de
la comunidad microbiana que la presencia o ausencia de indéculo de agente de
biocontrol. Comparando los porcentajes de los filos de bacterias detectados se ha
observado que el filo Verrucomicrobia estd mas representado en las macetas
correspondientes a la variedad Durinta. Algunos trabajos lo describen como un filo
asociado a suelos infectados por nematodos?*! o como endosimbiontes de éstos?42243,

por lo que podria ser indicativo de un mayor parasitismo por nematodos.

El andlisis mediante LEfSe de las variedades de tomatera nos muestra dos filos
representativos de la variedad Monika, Acidobacteria y Gemmatimonadetes. Las
Acidobacteria se presentaban en un porcentaje superior en los suelos supresivos
descritos en el capitulo anterior, concretamente se detectd el subgrupo GP4 como
indicativo de microbiomas supresivos?®*. El filo Gemmatimonadetes estd asociado con

244

tratamientos contra Meloidogyne“*®, aunque no se ha descrito una relacién directa,

245 Entre los

podria estar relacionado con la mejora del rendimiento de la planta
taxones representativos del bacterioma de las muestras de la variedad Monika,
también se han descrito otros géneros beneficiosos para las plantas, como agentes de
control bioldgico entre otras capacidades, seguidamente se describen algunos de ellos.
Dyadobacter, se caracteriza por ser fijador de N2%*¢. Sphingobium estd presente en
muestras agricolas afectadas por Meloidogyne?*?*’, ademas de tratarse de un género
con una gran capacidad degradadora de compuestos complejos?*8. Sphingomonas esté
asociado a la rizosfera y con el desarrollo de quistes en plantas infectadas con RKN?4°,
y se trata de un género claramente asociado con la produccién de fitohormonas?*°.
Methylophilus es un género promotor del crecimiento de plantas, con capacidad de
solubilizar fosfatos®*!, producir de sideréforos y acido indolacético; asi como con

actividad ACC (1-Aminociclopropano-1-Carboxylato) deaminasa®?.

Nannocystis se
caracteriza por ser un agente de control bioldgico contra Aspergillus®>3.

Pseudoxanthomonas es una bacteria que es capaz de controlar M .incongnita?*®. Cabe
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destacar, como en el capitulo anterior la presencia del género Sporosarcina, asociado a
supresién de plagas. El Unico microorganismo representativo de la comunidad
microbiana de las muestras de Monika que podria ser perjudicial para la planta es

241

Cellvibrio, este se ha encontrado en agallas’**' y puede facilitar la penetracion del

nematodo a través de la raiz®>*.

Por otra parte, dos filos (Armatimonadetes y Planctomycetes) representativos de la
variedad Durinta pero que no aparecen como biomarcadores de la variedad Monika. El
filo Armatimonadetes se ha encontrado en la endosfera®®, y en plantas contaminadas
con aceites?®, mientras que el filo Planctomycetes se ha encontrado en suelos
infectados con Meloidogyne incognita ?*1. Son filos poco estudiados pero resefiados en
muchos estudios relativos a la rizosfera y a microrganismos endoéfitos?®’, aunque
desconoce su funcion. Cabe resaltar también el filo Verrucomicrobia, que, aunque no
solo es representativo de variedad Durinta, cuenta con muchas mas secuencias que en
las muestras de variedad Monika. De los géneros considerados biomarcadores de la
variedad Durinta, hallados mediante el algoritmo LEfSe y también presentes en el core,
s6lo dos tendrian interés como supresores de enfermedades o beneficiosos para las
plantas segun la bibliografia consultada. El primero de ellos, Flavobacterium, productor
de toxinas anti juveniles de Meloidogyne®® y con actividad quitinasa>®, ambas
caracteristicas explicarian que se encuentren en suelos supresores®®!, e incluso
formando parte de consorcios contra RKN?%°, También se han aislado de nddulos
fijadores de nitrégeno en plantas, y es considerado promotor del crecimiento de la
planta?®l. El segundo es Azoarcus, una rizobacteria promotora del crecimiento de

262 e inductora de la respuesta defensiva de las mismas?%3. En el anélisis del

plantas
microbioma core, podemos observar que el género Fusarium forma parte de las
macetas sembradas con Durinta, no asi en el core de las muestras de la varieda Monika

(tabla 6.11).

También hemos observado que cuando se comparan los microorganismos
representativos de los suelos asociados a las dos variedades de tomatera estudiadas,
aparecen mas taxones relacionados con la supresion de nematodos o que son

promotores del crecimiento de plantas en la rizosfera de la variedad Monika, que en la
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de Durinta. Esto puede sugerir que hay una relaciéon en cuanto a la seleccion de la
microbiota por la propia planta en relacién a una mejor estrategia para combatir

patdgenos, como M. incognita en este caso.

Al realizar el analisis comparativo de la microbiota del suelo segun la variedad de
planta sembrada, también se ha tenido en cuenta una tercera variable, las dos
muestras iniciales, estas correspondian a muestras de suelos de las parcelas Castella e
Hidalgo sin sembrar ni inocular los juveniles de M. incognita. En la figura 6.1 y la figura
6.2 podemos observar que hay dos filos bacterianos, Actinobacteria y Firmicutes, y dos
filos fungicos, Mortierellomycota y Chytridiomycota, que solo aparecen como
representativos, segun la herramienta LEfSe, en estas muestras iniciales, y una vez

sembradas las tomateras, pierden ese papel de representatividad.

Los andlisis estadisticos han mostrado que el tipo de suelo es la variable que mas
diferencias significativas presenta a nivel de composicién de las poblaciones
microbiana. Para que esto no enmascare posibles diferencias entre las macetas con o
sin indculo de Trichoderma asperellum, se han realizado pruebas estadisticas
comparando las tres réplicas con inéculo y las tres sin el indculo de cada uno de las
condiciones estudiadas (procedencia del suelo y variedad de tomatera sembrada). Esta
comparacion reveld que entre la microbiota asociada al suelo de las muestras con y sin
indculo se producen cambios en los taxones representativos asi como en el core. Sin
embargo, cuando observamos globalmente los resultados, los patrones de cambio no
son estables, y taxones que dejan de ser representativos en unas muestras al inocular
Trichoderma, aparecen en otras, por ejemplo, Gibberella intricans (Tabla 6.14). Esto
explicaria que cuando se analizan todas las muestras con o sin el inéculo en conjunto
no observaramos diferencias resefiables, a diferencia de lo que sucedia al tener en
cuenta las variables procedencia del suelo o variedad de tomatera. Estos cambios
debidos a las caracteristicas del suelo original o a la planta cultivada se siguen
observando en los posteriores analisis (tablas 6.12, 6.13, 6.14 y S6.3). En el capitulo
anterior se puso de manifiesto que el filo Bacteroidetes era representativo de suelos
conductivos, mientras que aqui lo es de los que no han sido inoculados con

Trichoderma asperellum los cuales también han mostrado ser menos supresivos?33,
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Dentro del filo Bacteroidetes, Ohtaekwangia, estd mas presente en las muestras sin
indculo, y representantes de éste género estdn relacionados con supresidon de
enfermedades de plantas?%7:264265 Aun teniendo unas valores de supresidon mds bajos
sin indculo?®3, estos suelos ya eran supresivos; de esta manera, es posible que el
género Ohtaekwangia tuviera un papel destacado antes de la adicién de Trichoderma

asperellum.

Representantes de la familia Olpidiaceae y del género Aspergillus presentan especies
parasitas de Meloidogyne?%62%7, Estos dos taxones son componentes fundamentales de
la microbiota de los suelos de la parcela Castelld. Secuencias de la familia Olpidiaceae
son representativas del microbioma del suelo de la parcela Castella (Tabla 6.10b),
concretamente de las que han sido inoculadas con Trichoderma asperellum (Tabla
6.14). Miembros del género Aspergillus forman parte de los taxones relevantes segln
LEfSe (Tabla 6.10b) y del core de suela Castella (Tabla 6.15). Cabe resaltar este género,
ya que forma parte del core de las muestras de Castella con indculo de Trichoderma
asperellum. Algunas de las especies con capacidad nematicida se detallan a
continuacion. Aspergillus niger es un parasito de huevos de nematodo?®, Aspergillus
oryzae ha demostrado actividad contra Meloidogyne incognita®®®. Ademads, numerosas
especies de Aspergillus han sido descritas en la bibliografia en referencia al

270-272

tratamiento de Meloidogyne con Trichoderma , asi que podria tener una gran

importancia en la interacciéon con Trichoderma para el biocontrol de M. incognita.
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Capitulo 7. Discusién general
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El microbioma vegetal es reconocido por ser diverso y complejo?’® y tener un papel
destacado en el desarrollo de las plantas3¢=3°. El bacterioma de diversas especies
vegetales ha sido descrito, pero hay una escasez de informacién sobre el micobioma
vegetal®.®2, Berg sostiene que la integracidn de las interacciones flungicas-bacterianas
serd relevante y que el microbioma vegetal serd fundamental en el ambito de la
biotecnologia vegetal y en concreto para el desarrollo de estrategias de fitomejora?’4.
Por ello en este trabajo se ha tratado de caracterizar taxondmicamente el bacterioma
y el micobioma de diversas especies vegetales, tanto de la filosfera como del suelo

asociado a las raices de la planta.

El primer reto planteado fue el uso de tres técnicas moleculares dependientes de PCR
para el analisis del microbioma de filosfera de peral y manzano, con el objetivo de
comparar sus puntos fuertes y débiles. En cuanto a la comparacién de la riqueza
encontrada con el uso de las diferentes técnicas, es significativamente (p<0,05)
superior la de genotecas a la de las DGGEs y mediante la secuenciacion masiva
respecto a la de genotecas (Tabla 4.21). En lo que respecta a los indices de diversidad
de Shannon y Chao se sigue este mismo patréon, aunque no siempre se encuentran
diferencias significativas. En cambio, el indice de Equidad no solo no es mayor en las
muestras analizadas con secuenciacidn masiva, sino que es inferior, lo que muestra
gue la secuenciacidon masiva disminuye la homogeneidad en la diversidad y los OTUs
mas abundantes estan sobreestimados. En cuanto a la afiliacién filogenética de los
géneros mas abundantes coinciden en su mayor parte las tres metodologias (Tabla

4.22).

Otro de los objetivos del presente estudio era describir el core correspondiente a la
comunidad microbiana presente a lo largo de todo el desarrollo fenolégico de Malus
domestica y Pyrus communis. Para ello se tuvieron en cuenta aquellas poblaciones que
estaban presentes en al menos un 90% de las muestras estudiadas y que ademas su
abundancia fuera como minimo del 0,5%. El core del bacterioma de ambas especies, lo
forman Methylobacterium y Sphingomonas, segun el estudio mediante genotecas
(Tabla 4.6). Cuando el estudio se lleva a cabo mediante secuenciacién masiva en la

plataforma lllumina Miseq el core de Pyrus communis coincide con el core global de
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genotecas, pero ademas aparece el género Deinococcus (Tabla 4.23). El micobioma
correspondiente al core de Malus domestica, extraido a partir del analisis de las
genotecas, lo configuran Alternaria spp, Aureobasidium proteae y Cladosporium spp
del filo Ascomycota y el género Vishniacozyma del filo Basidiomycota. La diferencia
respecto al de peral es la ausencia de Aureobasidium proteae (Tabla 4.9). Sin embargo,
cuando analizamos las secuencias obtenidas mediante secuenciacién masiva el core de

peral se circunscribe a dos Unicos géneros Cladosporium y Vishniacozyma (Tabla 4.23).

El tercer punto de interés sobre el estudio del microbioma de la filosfera de peral y
manzano se refiere a la sucesidon de las poblaciones microbianas a lo largo del
desarrollo fenolégico del arbol. Se han observado diferencias en la composicién de los
microbiomas en los diferentes estados fenoldgicos, tanto en el caso de las poblaciones
bacterianas como las fungicas. Los estadios de brotacidn y prefloracién forman un
grupo diferenciado de postfloracién y cuajado del fruto. La fase de floracién es el
periodo de transicion entre ambos grupos y se relacionan de manera mds estrecha con
uno u otro grupo, dependiendo de las poblaciones microbianas o de la técnica utilizada
(Figuras 4.2, 4.3, 4.4 y 4.6). El estado de maduracién del fruto es el mas diferente al
resto y o bien se asocia a los estadios iniciales, o es totalmente diferente al resto.
Existen diferencias significativas entre estos grupos, tanto en los indices de diversidad,
como en la taxonomia de las poblaciones que constituyen les comunidades en cada

una de las etapas del desarrollo fenoldgico del arbol.

Respecto del bacterioma, las etapas intermedias las forman floracién, postfloracién y
cuajado del fruto, los géneros que represetivos esta fase en las diferentes técnicas son
Pseudomonas, Enterobacter, Deinococcus, Truepera y Clostridium. Las etapas iniciales,
brotacion y prefloracién estdn caracterizadas por Sphingomonas, Hymenobacter,
Methylobacterium y Massilia. El estadio de maduracion del fruto comparte la mayoria
de los géneros con los de las etapas iniciales, aunque estd compuesto, ademas, por
otros 4 géneros caracteristicos: Telluria, Buttiauxella, Escherichia y Pantoea (Tablas

4.12,4.13,4.14,4.15,4.17,4.19 y 4.20).
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En relacién al micobioma, se evidencian cambios a nivel de filo en las sucesiones entre
las etapas iniciales (brotacion, prefloracion y floracién) y las finales (postfloraciéon y
cuajado del fruto y maduracién del fruto). Aunque también en este caso, la etapa de
maduracion del fruto es la mds diferenciada. En las etapas iniciales se caracterizan por
el filo Basidiomycota, y en concreto por el género Vishniacozyma, mientras que el filo
Ascomycota es el relevante en el resto de estadios, siendo el género Alternaria el mas
representativo, aunque también el género Filobasidium estd presente en el core de

estas etapas finales.

Este estudio ha permitido mostrar que la microbiota de la filosfera estad constituida
por multitud de microorganismos beneficiosos para el desarrollo de las plantas, como
Methylobacterium*’®,  Sphingomonas'’®,  Massilia*®?, Vishniacozyma'®> o
Aureobasidium proteae'®”189-192 También se ha identificado Pantoea y su correlacion
negativa a lo largo del ciclo fenoldgico con Erwinia amylovora (Tabla 4.24), el agente
patégeno causal del fuego bacteriano®®. Este comportamiento, asi como el estadio en
el que aparece, aporta informacién util para el desarrollo de estrategias de biocontrol

mediante Pantoea en momentos especificos del desarrollo fenolégico del arbol.

En el estudio del microbioma de la filosfera, la comparacion de los resultados
obtenidos con las tres técnicas moleculares puso de manifiesto que respecto a la
caracterizacidon de la composicion microbiana de las poblaciones mas abundantes
(>1%) las tres técnicas proporcionaban resultados equivalentes. Por ello, en el estudio
de la rizosfera de suelos supresivos para RKN se utilizé solamente la DGGE y la
secuenciacion masiva mediante lllumina MiSeq. En primer lugar, se utilizé
fingerprinting para corroborar que existian diferencias en la comunidad microbiana de
la rizosfera, segun la capacidad supresiva del suelo; y una vez confirmada la hipdtesis
inicial se realizé una secuenciacion masiva de las muestras representativas para
profundizar en el conocimiento de los componentes alfa y B-de la diversidad

microbiana mediante herramientas bioinformaticas.

El analisis comparativo del microbioma de suelos supresivos y conductivos para el

nemdtodo Meloidogyne spp, los resultados obtenidos con ambas técnicas han
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mostrado diferencias significativas tanto a nivel de indices de diversidad, como en la
composicidon microbiana (figuras 5.3, 5.4, 5.10 y tablas 5.3, 5.8 y 5.12). Tal y como ya se
habia publicado anteriormente para otras especies vegetales, la diversidad es mayor
en los suelos supresivos que en los conductivos?%42%>, E| objetivo, por lo tanto, ha sido
encontrar cuales son los microorganismos caracteristicos de los suelos supresivos,
tanto como integrantes del microbioma core, asi como biomarcadores, que se

diferencien de los conductivos.

En el core de los suelos supresivos se encuentra un género bacteriano, que no estd
presente en el core de los suelos conductivos, Sporosarcina, y una clase,
Actinomycetales. Respecto del core de las poblaciones fungicas, son caracteristicos 2
géneros Pseudombrophila y Cladosporium y dos familias mas Chaetomiaceae y
Mortierellaceae (Tablas 5.14 y 5.15). Tanto Sporosarcina, como Cladosporium son dos
géneros que incluyen especies que actian como agentes de biocontrol contra otras

enfermedades vegetales??7:228.275,

En cuanto a los biomarcadores de suelos supresivos hallados mediante el algoritmo
LEfSe (Figura 5.11 y 5.13, y tablas S5.2 y S5.4) tienen especial relevancia dos subgrupos
del filo Acidobacteria. Tanto, los géneros del subgrupo Gp6, como los del subgrupo
Gp4 han sido descritos como agentes de biocontrol*'%2%7, e incluso relacionados con
suelos supresivos?®*. Otros géneros encontrados como biomarcadores de suelos
supresivos y con actividad de biocontrol son, Lysobacter?®®?%, Ppasteuria®*t®?',

Rubrobacter?'?,  Pseudoxanthomonas®'82'°,  Virgibacillus*???2,  Halomonas 'y

213-217

Halobacillus De los biomarcadores de las poblaciones fungicas destacar

Morteriella alpina, un hongo supresor de Meloidogyne?3*.

Todos los géneros citados anteriormente, tienen potencial como determinantes de la
supresividad del suelo. En futuros trabajos hay dos posibles lineas a seguir en este
ambito, una seria la incorporacion de alguno de los potenciales agentes de biocontrol
en suelos conductivos, mediante repetidas inoculaciones, y observar la capacidad
antagonista sobre Meloidogyne spp., con el propdsito de establecer una posible

asociacién entre el cambio del microbioma del suelo i la capacidad supresiva del
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mismo. La otra seria buscar interacciones entre estos microorganismos y otros
presentes en el suelo y favorecer el desarrollo de consorcios que puedan aumentar la

resiliencia de los agentes de biocontrol.

En el capitulo 6 de este trabajo se ha estudiado el impacto sobre el microbioma de Ia
rizosfera de la inoculacion de Trichoderma asperellum, asi como de la siembra de dos
variedades de tomatera, una resistente y otra susceptible a Meloidogyne incognita. El
estudid se realizo en macetas con suelo perteneciente a las dos fincas con mayor
capacidad supresora de las estudiadas en el capitulo anterior. La comunidad
microbiana se ha analizo con una Unica técnica molecular, secuenciacién masiva en la
plataforma lllumina Miseq. De las tres variables estudiadas, la que mas diferencias ha
generado respecto a la composicidon taxonémica, bacteriana y fungica, de la rizosfera
ha sido la procedencia del suelo, seguido de la variedad de tomatera, y por ultimo la
presencia de indculo del agente de biocontrol. El bajo impacto en la microbiota de la
rizosfera del indculo puede estar relacionada con la practicamente nula prevalencia del

T. asperellum en las macetas al final del experimento (Tabla 6.7).

La abundancia relativa de los filos Bacteroidetes y Chlamydiae estd negativamente
correlacionada con la presencia de indculo de forma significativa (p<0,05). La familia
Chitinophagaceae del filo Bacteroidetes estd relacionada con la capacidad antihémica
por su produccidén de quitinasa. Esta familia esta presente en el core de todas las
variables estudiadas, pero es significativamente mas abundante en las muestras sin
inéculo (Tabla 6.4), y también es un biomarcador (LEfSe) de todas las muestras sin
indculo (tabla $6.3). De la misma manera que lo expuesto en la introduccién respecto
de que la adicién de fertilizantes disminuia la diversidad de microorganismos porque
no se necesita la cooperacién fisioldgica®, este descenso en la abundancia de
Chitinophagaceae puede estar inducido ya que los compuestos organicos volatiles que
produce Trichoderma asperellum incrementan la actividad quitinasa de las especies

vegetales?’®,

La familia Streptomycetaceae y el género Sporosarcina son los Unicos dos taxones

caracteristicos del core de los suelos supresoras, ambos pueden tener relevancia en la

202



posible cooperacidn con Trichoderma asperellum dada su actividad como agentes de

biocontrol112,240

La comparacion entre la microbiota presente en funcidon de la variedad de planta
cultivada ha puesto de manifiesto marcadas diferencias entre ambas variedades de
tomatera ensayadas, tanto a nivel de abundancia relativa, como en lo que respecta a
los filotipos biomarcadores y el microbioma core caracteristico de ambas. Entre estas
diferencias cabe destacar que, en la rizosfera de las muestras con cultivos de la
variedad Monika, tanto los biomarcadores, como los microorganismos presentes en el
core, hay mas que tienen descrita actividad de biocontrol, que en las muestras de
Durinta. Algunos ejemplos de esto son, el subgrupo Gp42°* del filo Acidobacteria, el filo
Gemmatimonadetes?**?%>,  Dyadobacter**®, Sphingobium®***’,  Sphingomonas?*°,
Methylophilus?>*?>2, Nannocystis*>3, Pseudoxanthomonas?'® y Sporosarcina'®®. Esto
explicaria la manera en que cada variedad vegetal adquiere la resistencia a los
nematodos, corroborando tanto que la variedad puede seleccionar un microbioma
diferente®®®’, como que la resistencia de la planta a una enfermedad puede venir dada

por la microbiota asociada.

No obstante, la variable que aportaba mas diferencias a nivel de comunidad
microbiana era la procedencia del suelo, no la inoculacion de Trichoderma asperellum.
Para poder evaluar el impacto de la inoculacidn de este agente de biocontrol se realizé
una comparacion individualizada donde la Unica variable modificada era la inoculacién
de Trichoderma asperellum, esto demostrd que se producian cambios tanto en los
biomarcadores como en el core (tablas 6.12, 6.13, 6.14 y S6.3). Los resultados
obtenidos no han permitido obtener un patrén de microorganismos que acompafian a
Trichoderma asperellum y explicaria por qué no se observaban cambios al comparar
todas las muestras en funcion de la presencia/ausencia de indculo. El Gnico género que
esta significativamente (p<0,05) mas representado como biomarcador (LEfSe) en las
muestras sin el inéculo es Ohtaekwangia lo que podria indicar que estamos ante un
caso similar al de la familia Chitinophagaceae, ya que también esta relacionado con la

supresion de enfermedades vegetales?07,264,265,
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Nuestra aportacion a futuros trabajos es que deberia comprobarse si una inoculacion
periddica del T. asperellum o la creacidon un consorcio en el que esté presente
augmenta la resiliencia del agente de biocontrol y su capacidad para transformar la

microbiota de la rizosfera.

El conocimiento del microbioma del agroecosistema, tanto de la filosfera, como de la
rizosfera, en las diferentes condiciones ensayadas, serd de gran ayuda para sentar las
bases de una utilizacién practica del microbioma del agroecosistema como un
elemento clave en pro de unas buenas practicas agricolas enfocadas en garantizar la

sostenibilidad ambiental.
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Capitulo 8. Conclusiones
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1-

Las tres técnicas moleculares utilizadas en este estudio, DGGE, genotecas y
secuenciacion masiva, han proporcionado resultados equivalentes en cuanto a la
composicidon taxondmica de las poblaciones bacterianas y fungicas dominantes

de la filosfera de Malus domestica y Pyrus comunis.

[llumina MiSeq proporciona una profundidad taxondmica superior a la DGEE y las
genotecas convencionales, no obstante, se obtienen indices de Equidad
inferiores. Este incremento de la heterogeneidad es un artefacto de la técnica, ya

gue sobreestima los OTUs mas abundantes.

El core del bacterioma de la filosfera de las especies vegetales estudiadas estd

constituido por los géneros Methylobacterium, Sphingomonas y Deinococcus.

El core del micobioma de la filosfera de las especies vegetales estudiadas esta
constituido por los géneros Cladosporium, Vishniacozyma, Alternaria,

Aureobasidium, y miembros de la clase Dothideomycetes.

La sucesion del bacterioma de la filosfera a lo largo de las distintas fases del ciclo
fenoldgico de las especies vegetales estudiadas se puede explicar mediante dos
modelos. Uno circular donde se distinguen dos grupos, uno que reune los
estadios iniciales y finales del ciclo vegetativo y el otro, los intermedios. Y un

modelo de tres clusters donde también se separan los estadios iniciales del final.

Se han podido establecer biomarcadores del modelo circular. Proteobacterias y
Bacteroidetes son representativos de los estadios iniciales y final, mientras que,
Firmicutes lo es de las etapas intermedias. Respecto al modelo de tres clusters
solo se ha podido establecer el biomarcador de las etapas iniciales,

Saccharibacteria.

En la sucesién del micobioma de la filosfera a lo largo de las distintas fases del
ciclo fenoldgico de las especies vegetales estudiadas, las tres fases iniciales

forman un grupo compacto y a medida que avanza en el ciclo fenoldgico, su
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disimilitud es mayor. Los biomarcadores de las tres fases iniciales son los

Basidiomycota y de las restantes son los Ascomycota.

8- La composicidon taxonédmica del microbioma de la rizosfera de suelos supresivos

para Meloidogyne spp exhibe marcadas diferencias con los suelos conductivos.

9- El core del bacterioma de suelos supresivos esta compuesto por 9 filos
(Acidobacteria,  Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi,  Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia),
resaltando la presencia de Sporosarcina, como un género exclusivo de esta
tipologia de suelos. Los biomarcadores del bacterioma de los estos suelos son los

filos Acidobacteria, Actinobacteria y Firmicutes

10- Los taxones Pseudombrophila, Chaetomaiaceae, Cladosporium y Morteriellaceae
son caracteristicos del core del micobioma de suelos supresivos. Los
biomarcadores de esta tipologia de suelos son los géneros Cladosporium,

Pyrenochaeta, Arachniotus, Pseudogymnoascus, Pseudombrophila y Morteriella.

11-El microbioma core de los suelos supresivos en los ensayos en maceta es

equivalente al obtenido en los estudios de campo.

12-Segun los datos obtenidos en los ensayos en maceta, los factores determinantes
en la composicidon taxondmica de la microbiota del suelo rizosferico son en orden
decreciente de importancia, la tipologia del suelo y la variedad vegetal. No se
puede valorar el efecto de Trichoderma asperellum dada la falta de prevalencia

de este agente de biocontrol en el suelo.

13- La falta prevalencia de Trichoderma asperellum en los ensayos en maceta, podria
resolverse mediante la inoculacidn periddica del agente de biocontrol o a través

del desarrollo de un consorcio microbiano.
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10.1 Anexo capitulo 3

Tabla S3.1 Reactivos, consumibles y enzimas utilizados y su distribuidor

Distribuidor Producto
Bio-Rad Acrilamida, APS (ammonium persulfate), resina Agr 501-X8, Tampon
TAE x50, TEMED
Taq polimerasa, Tampon de PCR 10x, Cloruro magnesio 50mM,
Invitrogen Marcadores de ADN,
fenol:cloroformo:alchol, dNTPs, cebadores y reactivos del Qubit 3.0
New England Biolabs Marcador 50 bp
Panreac Glicerol, cloruro sddico, vaselina, Etanol 99%, X-gal
Conda Medio LB
Acetona grado HPLC (£99,9% pureza), formamida, bromuro de
Sigma-Aldrich etidio,

tinte bromophenol-blue xylene-xyanole, agua calidad biologia
molecular y kanamicina
Boehringer Mannheim

GmbH Lisozima

Tabla S3.2 Funciones analizadas mediante la herramienta FAPROTAX

Funcién
Acetogénesis Reductora
Amonificacion de Nitrato
Amonificacion de Nitrito
Anammox
Bacterias Knallgas
Biorremediacion de Petrdleo
Celulolisis
Cianobacterias
Cloroplastos
Degradacion de Compuestos Aromaticos
Degradacion de Hidrocarburos
Degradacion de Hidrocarburos Alifaticos No Metano.
Degradacion de Hidrocarburos Aromaticos
Degradacion Plastica
Depredador o Exoparasitario
Desintoxicacion de Arsenato
Desintoxicacion por Oxidacion de Arsenito
Desnitrificacion
Desnitrificacion de Nitratos
Desnitrificacion de Nitritos
Desnitrificacién de Oxido Nitroso
Diarrea Patégenos Humanos
Fermentacion
Fijacion de Nitrogeno
Fotoautotrofia
Fotoautotrofia Anoxigena
Fotoautotrofia Anoxigena Fe Oxidante
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Tabla S3.2 continuacion

Funcion

Fotoautotrofia Anoxigena H2 Oxidante
Fotoautotrofia Anoxigénica S Oxidante
Fotoautotrofia Oxigenada
Fotoheterotrofia
Fototrofia
Fototrofia Aerdbica Anoxigénica
Gastroenteritis por Patégenos Humanos
Intestino de Mamifero
Intestino Humano
Ligninolisis
Meningitis Patégenos Humanos
Metanogénesis
Metanogénesis Acetoclastica
Metanogénesis Hidrogenotrofica
Metanogénesis por Desproporcién de Grupos Metilo
Metanogénesis por Reduccién de CO2 Con H2
Metanogénesis por Reduccidn de Compuestos Metilicos Con H2
Metanogénesis Usando Formiato
Metanotrofia
Metilotrofia
Neumonia por Patégenos Humanos
Nitrificacion
Nosocomia Patégenos Humanos
Oxidacion Aerdbica de Amoniaco
Oxidacion Aerdbica de Nitrito
Oxidacion de Azufre Oscuro
Oxidacion de Hidrégeno Oscuro
Oxidacion de Hierro Oscuro
Oxidacion de Manganeso
Oxidacion de Metanol
Oxidacion de Sulfito Oscuro
Oxidacion de Sulfuro Oscuro
Oxidacion de Tiosulfato Oscuro
Oxidacion Disimilatoria Del Arsenito
Oxidacion Oscura de Compuestos de Azufre
Parasitos Animales o Simbiontes
Parasitos de Peces
Parasitos Intracelulares
Parasitos Invertebrados
Patdgeno Vegetal
Patégenos Humanos Todos
Produccién de Energia de Oxidacién Del Arsenito
Quimioheterotrofia
Quimioheterotrofia Aerébica
Quitinolisis
Reduccién de Arseniato Disimilatorio
Reduccién de Nitratos
Reductores de Clorato
Respiracidn de Arsenato
Respiracién de Azufre
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Tabla S3.2 continuacion

Funcion

Respiracion de Compuestos de Azufre
Respiracién de Hierro
Respiraciéon de Manganeso
Respiracién de Nitrato
Respiracién de Nitrito
Respiracion de Nitrogeno
Respiracion de Sulfato
Respiracién de Sulfito
Respiracién de Tiosulfato
Respiracién Fumarato
Septicemia de Patégenos Humanos
Uredlisis
Xilanélisis
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10.2 Anexo suplementario capitulo 4
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Figura S4.1 Analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de las variaciones del

micobioma de la filosfera de manzano (a) y peral (b) a lo largo del desarrollo fenolégico del arbol,

realizado a partir de la posicién relativa de las bandas de los perfiles de DGGE utilizando el indice de

similitud Bray-Curtis. Los puntos representados corresponden a las 36 muestras analizadas, seis réplicas

de los seis estadios fenoldgicos estudiados de cada especie vegetal estudiada.
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Tabla S4.1 Afiliacion filogenética de las bandas recuperadas de los geles de DGGE pertenecientes a las

muestras del micobioma de la filosfera manzano.

Afiliacion Cédigo Homologia Cultivable mas Homologia .
. . Clase Filo
filogenética bandas (%) cercano (%)
Cladosp.orlum no 30, 111 100 Cladosporlum 100
cultivable varians
Cladosporiumno 0 17 gg1g.9g24  C1AdOSPOIUM g o0 gg ag
cultivable pini-ponderosae
13, 26, 47,
.. . 49,57, 68,
Davidiella tassiana 69.72. 73, 99,02 - 100 - -
74,90, 91
Cladosporium 105, 108, 100 i i
cladosporioides 109
Cladospo.r/um 101 96,53 i i
cucumerinum
Pseudﬁjs;c’zspora 38 98,91 ) )
Dothideomycetes
Ascomycota no 4,7,11, Alternaria
cultivable 41,93 99,53 -100 helianthi 83,64 -84,91
Hongo no cultivable  6,43,63  99,60-100 'O ”CO';’Zthy "M 99,59 - 100
Hongo no cultivable 62 98,73 Pyrer;ZEZaeta 97,99
Ascomycota
39, 40, 65,
Epicoccum nigrum 76,94, 95, 100 - -
96
Hongo no cultivable 20 97,99 Phoma sp. 95
- 8, 10, 45,
Aure:/?:/::;um 60, 61, 83, 100 -
P 97,98
A
scomycota no 19 99,57 Thelebolus sp. 99,54
cultivable
Blumeria graminis 44 100 - - Leotiomycetes
Podosph.aera 64, 80 100 ) )
leucotricha
Ostropales sp. 3 97,53 - -
ilicari Lecanoromycetes
Hongo no cultivable 66,67  86,36-87,01  UmPilicaria g4 54 9100 v
subglabra
Hongo no cultivable 9 94,98 Rhinocladiella sp. 92,89
Eurotiomycetes
Hongo no cultivable 42 99,52 Capronia sp. 97,11
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Tabla S4.1 Continuacidn

Afiliacion Cdédigo Homologia Cultivable mas Homologia Clase Filo
filogenética bandas (%) cercano (%)
12,14,
24, 25,
27,29,
Cryptococcus no 31, 46, 100 Cryptococcus 97,77 -
cultivable 48, 50, sp. 98,45
59, 70,
71,92,
110, 114
Crypt -
Basidiomycota sp. 21,22,32 9894-100 P ;’;_OCCUS 998;709
Basidiomycota no Cryptococcus 93,71 -
cultivable 28,75 100 sp. 99,44
Cryptococcus 58, 86 99,31 ; -
tephrensis
Tremellomycetes 100 99,49 Cryptococc".l.ls 99,37
no cultivable chernovii
Hongo no 16,56,82 98,62-100 CTYPTOCOCCUS o7 98 100
cultivable oeirensis
Basidiomycota sp. 36,51,54 98,60-100 CYPIOCOCCUS  gq54 100 remellomycetes
macerans
17, 33, i
34, 35, Basidiomycota
52, 53,
Cryptococcus 55, 77,
macerans 78,79, 99,29 - 100 ) )
81, 84,
85, 87,
88, 89
Ba5|d|orpycota no 23 99,43 Cystoﬁlqbayd/u 97,83
cultivable m capitatum
Cystofilobasidium 99,35 - -
infirmominiatum
Koc'kovaellla 99 92,05 i i
barringtoniae
Fellomyces sp. 5 99,24 - -
Filobasidium 99,42 -
. 112,113 ! - -
floriforme 99,43
Hongo no 1,2,15, Erythrobasidiu Cystobasidiomycet
. 100 97
cultivable 104 m clade sp. es
X 102,1 1 - -
RhoHdotoru/a sp 02,103 00 S b Microbotryomycet
on.go no 18 99,02 porobolomyce 99 os
cultivable s sp.
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Tabla S4.2 Afiliacion filogenética de las bandas recuperadas de los geles de DGGE de las muestras del

micobioma de la filosfera peral.

Afiliacion Cddigo Homologia Cultivable mas Homologia Clase Filo
filogenética bandas (%) cercano (%)
19, 26, 27,
60, 61, 69,
Cladosp.onum no 93,94,95, 100 Cladosporlum 100
cultivable 96, 98, 99, varians
100, 101,
102
Pezuomycotlna 9 95,02 Cladosporium 94,97
no cultivable perangustum
Davw:llella 36, 37,53, 98,39 - 100 i i
tassiana 88
Cladosporium sp. 33 100 - -
Terqtosphaer/a 16 100 i i
microspora
Ascomycota no . 89,64 -
cultivable 4,76 100 Teratosphaeria sp. 89,95 Dothideomycetes
X S
Ascomycete sp. 17 100 enos'tlgljnma 92,7
Zilleri
Ascomycota no 12 100 Alte.rnam.z 84,11 -
cultivable helianthi 84,91
Paraconiothyrium 99,14 -
brasiliense 3,892 99,60 i i
Herpotflfh/a 20, 45 93,29 - i i
parasitica 94,38
Lophiostoma sp. 44,50, 51 100 - - Ascomycota
Epicoccum 58, 59 100 - -
nigrum
Phoma sojicola 47 100 - -
Aureobasidium 5,6, 21,23
’ ’ ’ ’ 4 _ 1 _ -
pullulans 54,62, 75 99,49 - 100
Blumeria 43,55 100 - -
graminis
Leotiomycetes
basyscyphella 70,73 89,67 - -
longistipitata
. 84,29 - .
Phialophora sp. 7,22 84,46 - Sordariomycetes
Ostropales s 38, 39, 48, 96,90 - i i
paies sp. 74 97,67
Hongo no 98,10 - Umbilicaria
cultivable >6, 57 98,43 muehlenbergii a1 Lecanoromycetes
Hongo no 16 100 Umbilicaria lyngei 91,11
cultivable
Hongo no 93,30 - . . 92,34 -
cultivable 40, 52 94,76 Rhinocladiella sp. 92,82 .
Hongo no Eurotiomycetes
8 90, 91 100 Penicillium sp. 90
cultivable
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Tabla S4.2 continuacion

Afiliacion Cdédigo Homologia Cultivable mas Homologia Clase Filo
filogenética bandas (%) cercano (%)
Cryptococcus no 97,20 -
cultivable 9,81,89 99,40-100 Cryptococcus sp. 98 45
Basidi t 78,7
ol ';’:yco a 8é 0 % 98,58-100 Cryptococcus sp. 98,67 - 100
Hongo no 18, 24,
cultivable 29 34 98,81-100 Cryptococcus sp. 99,32 - 100
11,12,
13, 14,
15, 28,
30, 31,
Tremellomycetes Cryptococcus 96,91 -
no cultivable 32,35, 100 tephrensis 97,34
41, 42, P '
66, 67, Tremellomycetes
68, 84,
85, 86
Tremellomycetes 77 100 Cryptococr._"us 100
no cultivable chernovii Basidiomycota
Hon'go no 65, 82, 99,47 - 100 Crypt'ococ'cus 98,80 - 100
cultivable 83 oeirensis
BaS|d|orT1ycota 37 100 Cryptococcus 100
no cultivable dimennae
Cryptococcus 63 100 ) )
macerans
Resm/a'um 10 100 ) )
saccharicola
o . Agaricomycetes
Ba5|d|orT1ycota 71,72 99.20- 100 Daedaleopsis 100
no cultivable confragosa
Hongo no Erythrobasidium 97,11 - -
cultivable 25,97 100 clade sp. 97,45 Cystobasidiomycetes
Hon'go no 64 100 sporobolomyces 99,48 Microbotryomycetes
cultivable sp.
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Tabla S4.3 Abundancia relativa, expresada en %, de los taxones flingicos de la filosfera en cada estadio fenoldgico del manzano (a) y del peral (b), identificados a partir de la

secuenciacion de las bandas recuperadas de los perfiles de DGGE. La escala de grises estd condicionadas a la abundancia relativa de cada taxon.

a)
. - .. .. .. ‘s Cuajado del .
Filo Clase Especie Total Brotacion Prefloracion Floracion Postfloracion fruto Hojas
Ascomycota sin clasificar Ascomycota sin clasificar 2,059 5,824 3,386 1,894 1,446 0,030 1,241
Aureobasidium pullulans 6,892 12,208 3,996 6,880 5,317 7,915 4,623
Cladosporium cucumerinum 0,596 3,299 0,000 0,065 0,101 0,000 0,560
Dothideomycetes Cladosporium sp 46,170 42,386 46,647 60,019 40,776 39,060 48,111
Ascomycota Epicoccum nigrum 1,714 0,782 2,109 2,351 2,830 0,850 1,321
Pseudocercospora humuli 0,402 0,000 0,000 2,090 0,000 0,000 0,000
Lecanoromycetes Ostropales sp 2,813 7,779 2,603 3,983 2,123 0,304 1,081
. Blumeria graminis 0,652 0,000 3,608 1,172 0,000 0,000 0,120
Leotiomycetes .
Podosphaera leucotricha 0,509 0,130 0,999 0,522 0,472 0,911 0,000
Basidiomycota Basidiomycota sin clasificar 1,971 0,000 13,149 2,380 0,135 0,000 0,000
Microbotryomycetes Rhodotorula 2,854 1,217 2,331 0,813 2,797 2,384 7,925
Cryptococcus macerans 16,085 13,690 8,476 10,494 15,942 37,432 2,670
. Cryptococcus sin clasificar 8,514 5,950 7,865 2,769 21,121 3,678 9,786
Basidiomycota .

Cryptococcus tephrensis 1,623 0,000 2,220 0,127 1,045 4,948 0,829

Tremellomycetes
Fellomyces 0,559 3,086 0,000 0,000 0,168 0,091 0,400
Filobasidium floriforme 4,565 0,000 0,167 0,914 3,707 2,396 20,293
Kockovaella barringtoniae 0,571 0,000 1,998 0,914 0,303 0,000 0,720
Hongos sin cultivar Hongos sin cultivar Hongos sin cultivar 1,451 3,651 0,444 2,612 1,719 0,000 0,320

*en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie se ha clasificado con el taxdn mas especifico.
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Tabla S4.3 continuacion

b)
. . L. L. L. ‘s Cuajado del .
Filo Clase Especie Total Brotacion Prefloracion Floracion Postfloracion fruto Hojas
Aureobasidium pullulans 8,506 3,656 6,918 9,208 22,647 4,578 2,090
Cladosporium sp 36,172 27,597 33,166 32,411 20,700 47,139 64,050

Dothideomycetes Epicoccum nigrum 1,810 0,000 0,705 3,734 5,835 0,000 0,000
Herpotrichia parasitica 1,637 1,824 1,591 1,061 4,693 0,000 0,174
Lophiostoma 1,270 0,311 2,361 4,625 0,163 0,000 0,232
Ascomycota Paraconiothyrium brasiliense 1,588 0,000 8,761 0,085 0,122 0,123 1,916
Eurotiomycetes Phialophora 2,224 8,263 3,031 0,509 0,000 0,000 0,929
Lecanoromycetes Ostropales sp 5,947 0,547 0,151 9,463 12,813 10,260 0,000
. Blumeria graminis 1,196 0,311 0,151 5,639 0,000 0,000 1,045

Leotiomycetes e
Dasyscyphella longistipitata = 6,436 8,524 10,030 0,000 8,234 5,408 6,874
Agaricomycetes Resinicium saccharicola 1,130 0,454 5,604 1,188 0,082 0,000 0,000
Basidiomycota Basidiomycota sin clasificar 0,624 0,078 0,030 2,712 0,000 0,695 0,058
Basidiomycota Cryptococcus macerans 1,366 0,039 0,000 0,000 7,508 0,000 0,000
Tremellomycetes Cryptococcus sin clasificar 0,171 0,116 0,458 0,467 0,000 0,000 0,000
Tremellomycetes sin clasificar 25,215 39,788 17,406 26,038 16,999 25,871 22,051
Hongos sin cultivar Hongos sin cultivar Hongos sin cultivar 4,709 8,492 9,637 2,860 0,204 5,927 0,581
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10. Anexos
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Figura S4.2 Curvas de rarefaccién de las genotecas pertenecientes al bacterioma de la filosfera de
manzano y peral en los diferentes estadios fenoldgicos. Las curvas se trazaron teniendo en cuenta un

limite de 0,03 para cada muestra.
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Figura S4.3 Dendrograma obtenido mediante el anadlisis de agrupaciones a partir de los resultados
obtenidos a través de la elaboracidén de genotecas de bacterias utilizando el indice de similitud Bray-
Curtis y el método de agrupacion jerarquica "unweighted pair-group method" (UPGMA). La barra indica
el % de similitud. a) muestras correspondientes a los diferentes estados fenolégicos de manzano, b)

muestras correspondientes a los diferentes estados fenoldgicos de peral.
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Tabla S4.4 Afiliacidon filogenética de los 55 OTUs compartidos entre los bacteriomas de la filosfera de

manzano y de peral, analizados mediante la elaboracién de genotecas.

Filo Género

Curtobacterium
Actinobacteria Frigoribacterium
Rathayibacter
Dyadobacter
Hymenobacter
Bacteroidetes Mucilaginibacter
Pontibacter
Spirosoma
Deinococcus-Thermus Deinococcus
Firmicutes Peptostreptococcaceae
Acetobacteraceae
Acidovorax
Aurantimonas
Chelatococcus
Citrobacter
Ensifer
Escherichia
Massilia
Mesorhizobium
Methylobacterium
Novosphingobium
Pantoea
Paracoccus
Pectobacterium
Pelomonas
Polaromonas
Pseudomonas
Rhizobium
Roseomonas
Sphingomonas

Proteobacteria
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Tabla S4.5 Afiliacion taxondmica de los clones de la genoteca gendmica del bacterioma de la filosfera en
los diferentes estadios fenoldgicos.

a)
Filo Género Manzano
Total B E F O Q L
Bryobacter 1 0 000OO0OTO
Subgrupo 25 1 0 000OO0OTO
Subgrupo 7 1 0 01000
Acidimicrobiales 2 0O 0 010 O
Arthrobacter 1 0O 0 00 O O
Bifidobacterium 6 0 3000 O
Clavibacter 1 0 000OO0OTO
Acidobacteria Curtobacterium 2 1 0 000 O
Gaiellales 1 0 1. 000 O
Glutamicibacter 1 0 010000
Intrasporangiaceae 1 0O 0 00 O0 O
Leucobacter 2 0 000OO0 O
Microbacteriaceae 3 0O 0 03 0O
Micrococcales 3 0O 0 03 0 O
Propionibacteriales 3 0 3 000 O
Sin cultivar 3 0 003 00O
. Armatimonadales 1 0O 000OOTO
Armatimonadetes . "
Fimbriimonadaceae 1 0O 0 00 O O
Bacterias sin clasificar Bacteria 1 1 0 00O0O
Bacteroidales S24-7 grupo 1 0O 01 00O
Bacteroidales 2 0 1 010 O
Chitinophagaceae 11 0 2 0 0 0 O
Chryseobacterium 4 0 2 000 O
Cytophagaceae 3 0 02000
Dyadobacter 3 1 000O0DO
Ferruginibacter 2 1 000O0DO
. Flavobacteriaceae 1 0O 0 00O O O
Bacteroidetes L
Gillisia 1 0O 0 00 OO
Hymenobacter 176 25 16 9 1 0 28
Mucilaginibacter 16 0 2 051 0
Pedobacter 7 1 3000 O
Pontibacter 8 0 0002 0
Sphingobacteriaceae 23 2 1 100 O
Spirosoma 28 12 1 11 0 O
Sin cultivar 3 0O 0 00 O O
Candidatus Chlorothrix 1 0O 0 00 O O
Chloroflexales 3 0 1 000 O
. Chloroflexi 4 0 2 000 1
Chloroflexi Roseiflexus 1 0 00O0OO0TO
5085 5 0 00O0OO0TO
TK10 3 0 01000
Deinococcus-Thermus Deinococcus 50 3 2 22 0 5
Truepera 6 1 01000
FBP FBP 4 0 01100
Fibrobacteres Sin cultivar 1 0 00100
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Tabla S4.5 continuacién

Filo Género Manzano
Total B E F O QL
Aerosphaera 1 0O 1 O 0O 0 O
Bacillaceae 1 0O 0 O 0O 0 O
Bacillus 2 1 1 0 0O 0 O
Clostridiaceae 1 5 0O 2 o0 0O 0 O
Clostridium 27 0O 1 o0 0O 0 O
Fastidiosipila 1 0O 1 O 0O 0 O
Lachnospiraceae 2 0O 1 o 0 0 O
Lactobacillales 4 o 1 2 1 0 O
Lactobacillus 1 0O 1 o0 0O 0 O
Firmicutes Paenibacillus 1 0O 0 O 0O 0 O
Paraclostridium 1 0O 0 O 0O 0 O
Planococcus 2 o o0 2 0O 0 O
Ruminiclostridium 1 1 o o0 O 0O 0 O
Ruminococcaceae UCG-002 1 0 1 0 0O 0 O
Sporolactobacillus 1 0O 0 O 0O 0 O
Streptococcus 1 O o0 O 0O 0 O
Terrisporobacter 14 o 1 2 2 0 2
Tumebacillus 1 0O 0 1 0O 0 O
Turicibacter 3 0O 0 O 3 0 O
Gemmatimonadaceae 5 o o0 O 1 0 O
. Gemmatimonas 4 0o 2 O 1 0 O

Gemmatimonadetes .

S0134 terrestrial group 1 0O o0 O 0O 0 O
Sin cultivar 2 2 0 O 0O 0 O
Acetobacteraceae 12 0O 0 O 0O 0 O
Acidiphilium 3 1 2 0 0O 0 O
Acinetobacter 4 4 0 O 0O 0 O
Alcalinaceae 1 0O 0 O 0O 0 O
Alphaproteobacteria 2 0O 0 O 1 0 O
Amaricoccus 1 O 0 O 0O 0 O
Archangiaceae 1 0O 0 O 0O 0 O
Arenimonas 1 0 0 0 0O 0 O
Bartonella 1 0O O 1 0O 0 O
Bdellovibrio 1 0O 0 O 0O 0 O
Betaproteobacteria 2 0O 0 O 0O 0 O
Brevundimonas 2 o 2 O 0O 0 O
Proteobacteria Buchnera 18 0O 0 16 2 0 O
Candidatus Alysiosphaera 3 0O 0 O 2 0 O
Chelatococcus 1 1 0 O 0 0 O
Comamonadaceae 43 13 0 1 2 0 O
Cupriavidus 4 0 4 0 0O 0 O
Deltaproteobacteria 2 0O 1 o0 0O 0 O
Devosia 3 O 0 O 0O 0 O
Endosimbionte 3 2 0O 0 O 2 0 O
Enterobacter 28 o 0 3 0 4 O
Enterobacteriaceae 31 1 4 O 0O 0 1
Erwinia 1 1 0 O 0O 0 O
Escherichia 25 3 5 1 0O 0 O
Gammaproteobacteria 6 o o0 2 0O 0 O
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Tabla S4.5 continuacién

Filo Género Manzano

Total B E F O Q L

Haliangium 1 0O 0 0 O o0 O
Hydronophaga 1 0O 0 0O 1 o0 O
Ignatzschineria 1 0O 0 0 O o0 O
Lysobacter 1 0O 0 O O o0 O
Massilia 33 4 0 2 1 0 2
Methylobacterium 239 10 46 5 5 0 31
Methylocystaceae 1 0O 0 0 O o0 O
Microvirga 1 0O 0 O O o0 o
Myxococcales 1 0O 0 O 0O o0 O
Nitrosomonas 1 O 0 O 1 o0 O
Novosphingobium 8 0O 0 O 0O o0 o
Ochrobactrum 1 0O 1 0 0O 0 O
Oxalobacteraceae 5 0O 5 0 0 0 O
Pantoea 189 0 0 7 36 74 O
Paracoccus 6 0O 0 O O o0 o
Pasteurellaceae 2 0O 0 0 O 0 O
Phyllobacteriaceae 2 O 0 2 0 0 O
Polaromonas 2 1 0 0 0O 0 o
Pseudochrobactrum 1 O 0 0O O o0 o
Proteobacteria Pseudomonas 257 0 3 70 43 43 O
Psychrobacter 5 0O 0 0 O 0 O
Reyranella 1 0O 0 0 O 0 O
Rhizobiaceae 1 0 1 0 0 O
Rhizobiales 28 1 4 0 5 0 1
Rhizobium O 0 0O 0 o0 O
Rhizomicrobium O 0 0O 0O 0 o
Rhodobacteraceae 14 1 1 2 2 1 o0
Rhodospirillales 3 0O 0 O O o0 1
Rickettsia 6 O 0 0O 0 o0 O
Roseomonas 17 2 3 2 1 0 O
SC-1-84 1 0O 0 0O O o0 O
Serratia 14 0O 0 O O o0 o
Sphingobium 7 1 0 2 2 0 O
Sphingomonadaceae 2 0O 0 O O o0 O
Sphingomonas 198 20 16 11 11 14 13
Sphingopyxis 1 1 0 0 O o0 o
Stenotrophomonas 2 0O 2 0 0 0 O
Sin cultivar 3 o 2 0 1 0 O
Xanthobacteraceae 6 1 0 0 O o0 o
Saccharibacteria Saccharibacteria 4 1 0 0 0O o0 o
Verrucomicrobia WCHB1-41 1 0O 0 O O 0 O

AB: brotacion, E: prefloracidn, F: floracién, O: postfloracion, Q: cuajado del fruto, L: maduracién del
fruto.

+ en los casos en los que no ha sido posible determinar el género, se ha clasificado con el taxdn mas
especifico.
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Tabla S4.5 continuacién

b)

. ; Peral
Filo Género
Total B E F oQl
Bryobacter 1 0O 0 1 0 00O
Subgrupo 25 1 0O 0 1 0 0O
Subgrupo 7 1 0O 0O O 00O
Acidimicrobiales 2 0 0 1 0 0O
Arthrobacter 1 0 0 0 1 00
Bifidobacterium 6 1 2 0 000
Clavibacter 1 0 1 0 0 00O
Acidobacteria Curtobacterium 2 1 0 0 0 00O
Gaiellales 1 0O 0 0O 0 O00O
Glutamicibacter 1 0O 0 0O 00O
Intrasporangiaceae 1 0O 0 0 1 0O
Leucobacter 2 0O 0 0 1 01
Microbacteriaceae 3 0O 0O 0O 00O
Micrococcales 3 0O 0 0O 00O
Propionibacteriales 3 0O 0 0O 0 O00O
Sin cultivar 3 0O 0 0O 0 O00O
. Armatimonadales 1 0 0 1 0 0O
Armatimonadetes . N
Fimbriimonadaceae 1 0O 0 0O 0 01
Bacterias sin clasificar Bacteria 1 0O 0 O O0O00O
Bacteroidales S24-7 grupo 1 0 0 0O 0 0O
Bacteroidales 2 0O 0 0O 00O
Chitinophagaceae 11 0O 1 5 2 01
Chryseobacterium 4 1 0 1 0 00O
Cytophagaceae 3 0O 0 1 0 00O
Dyadobacter 3 0 1 1 0 0O
Ferruginibacter 2 0O 0O 0O 001
. Flavobacteriaceae 1 0O 0 0 0 01
Bacteroidetes L
Gillisia 1 0 1 0O 0 0O
Hymenobacter 176 38 23 15 7 5 9
Mucilaginibacter 16 3 1 4 0 00O
Pedobacter 7 0 0 1 1 01
Pontibacter 8 1 4 0 1 00
Sphingobacteriaceae 23 10 4 3 2 00
Spirosoma 28 4 7 2 0 00O
Sin cultivar 3 0 0 3 0 00O
Candidatus Chlorothrix 1 0 0 0 1 00
Chloroflexales 3 0 1 0 1 00
. Chloroflexi 4 0 0 1 0 00O
Chloroflexi Roseiflexus 1 0 0 1 0 00O
5085 5 1 1 1 0 20
TK10 3 1 0 1 0 00O
. Deinococcus 50 9 9 12 5 0 1
Deinococcus-Thermus
Truepera 6 0 0 1 1 11
FBP FBP 4 0 0 1 1 00
Fibrobacteres Sin cultivar 1 0 o 0 0O

Tabla S4.5 continuacién
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Tabla S4.5 continuacién

Filo Género Peral
Total B E F O QL
Aerosphaera 1 0 0 0 0 O0 O
Bacillaceae 1 0 1. 0 0 0 O
Bacillus 2 0O 0 0O 0 0O
Clostridiaceae 1 5 0 0 1 1 1 0
Clostridium 27 0 1 11 14 0 O
Fastidiosipila 1 0 00O 0 0O
Lachnospiraceae 2 0 1. 0 0 0 O
Lactobacillales 4 0 00O 0 0O
Lactobacillus 1 0O 0o 0o 0 0 O
Firmicutes Paenibacillus 1 0O 0 0O 1 0O
Paraclostridium 1 0 0 O 1 0 O
Planococcus 2 0 00O 0 0O
Ruminiclostridium 1 1 0 1 0 0 0 0
Ruminococcaceae UCG-002 1 0O 0 O 0 0 0
Sporolactobacillus 1 0 01 0 0O
Streptococcus 1 01 0 0 0 O
Terrisporobacter 14 0 31 0 0 3
Tumebacillus 1 0O 00O 0 0O
Turicibacter 3 0O 00 0 0O
Gemmatimonadaceae 5 0 0 1 1 1 1
. q Gemmatimonas 4 0 1 0 0 0 0
Gemmatimonadetes 50134 terrestrial group 1 000 1 00
Sin cultivar 2 0O 0o 0o 0 0O
Acetobacteraceae 12 11 2 8 0 O
Acidiphilium 3 0O 00O 0 OO
Acinetobacter 4 0O 00 0 0O
Alcalinaceae 1 0 01 0 0O
Alphaproteobacteria 2 0 01 0 0O
Amaricoccus 1 0 1 0 0 0 0
Archangiaceae 1 0 01 0 O0 O
Arenimonas 1 0 0 1 0 0 O
Bartonella 1 0O 00O 0 OO
Bdellovibrio 1 0O 0 0 o 1 0
Betaproteobacteria 2 0 2 0 0O 0O
Brevundimonas 2 0O 00 0 0O
Proteobacteria Buchnera 18 0O 00 0 0O
Candidatus Alysiosphaera 3 01 0 0 0O
Chelatococcus 1 0 00O 0 OO
Comamonadaceae 43 15 7 4 1 0 O
Cupriavidus 4 0 00O 0 OO
Deltaproteobacteria 2 0 1. 0 0 0 O
Devosia 3 0 3 0 0 0 0
Endosimbionte 3 2 0O 00 0 0O
Enterobacter 28 0 1 4 4 12 0
Enterobacteriaceae 31 5 9 6 4 0 1
Erwinia 1 0O 00 0 0O
Escherichia 25 6 2 7 1 0 O
Gammaproteobacteria 6 0O 0 0 4 0 O
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Tabla S4.5 continuacién

Filo Género Peral
Total B E F O Q L
Haliangium 1 0O 0 0 1 0 O
Hydronophaga 1 0O 0 0 0 O O
Ignatzschineria 1 0O 1 0 0 O O
Lysobacter 1 0O 0 1 0 0 O
Massilia 33 9 8 4 2 0 1
Methylobacterium 239 23 11 9 7 1 91
Methylocystaceae 1 0O 1 0 0 0 O
Microvirga 1 0O 0 1 0 0 O
Myxococcales 1 0O 0 1 0 0 O
Nitrosomonas 1 0O 0 0 0 0 O
Novosphingobium 8 1 6 0 1 0 O
Ochrobactrum 1 0O 0 0 0 O O
Oxalobacteraceae 5 0O 0 0 0O 0 o
Pantoea 189 0 3 0 2 67 O
Paracoccus 6 0O 1 1 4 0 O
Pasteurellaceae 2 0O 0 0 0 2 o0
Phyllobacteriaceae 2 0O 0 0 0 O O
Polaromonas 2 1 0 0 0 0 oO
Pseudochrobactrum 1 0O 1 0 0 0 O
Proteobacteria Pseudomonas 257 2 5 2 41 48 O
Psychrobacter 0O 2 0 3 0 O
Reyranella 1 0O 0 0 1 0 o
Rhizobiaceae 9 1 4 0 2 0 O
Rhizobiales 28 0O 3 14 0 0 O
Rhizobium 1 0O 01 0 0 O
Rhizomicrobium 1 0O 0 0 1 0 O
Rhodobacteraceae 14 1 2 2 2 0 O
Rhodospirillales 3 0O 0 0 1 o0 1
Rickettsia 6 0O 1 0 1 o0 4
Roseomonas 17 1 5 3 0 0 O
SC-1-84 1 0O 0 0 1 0 o
Serratia 14 7 2 2 3 0 O
Sphingobium 7 O 0 1 0 1 O
Sphingomonadaceae 2 0O 0 0 2 0 O
Sphingomonas 198 23 30 16 10 2 32
Sphingopyxis 1 0O 0 0 0 O O
Stenotrophomonas 2 0O 0 0 0 0 O
Sin cultivar 3 0O 0 0 0 0 O
Xanthobacteraceae 6 0 1 3 1 0 O
Saccharibacteria Saccharibacteria 4 1 2 0 0 0 O
Verrucomicrobia WCHB1-41 1 1 0 0 0 0 O

"B: brotacién, E: prefloracién, F: floracién, O: postfloracién, Q: cuajado del fruto, L: maduracién del
fruto.

en los casos en los que no ha sido posible determinar el género, se ha clasificado con el taxén mas
especifico.
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10. Anexos
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Figura S4.4 Curvas de rarefaccion de las genotecas pertenecientes al micobioma de la filosfera de
manzano y peral en los diferentes estadios fenoldgicos analizados. Las curvas se trazaron teniendo en
cuenta un limite de 0,03 para cada muestra.
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Figura S4.5 Dendrograma obtenido mediante el analisis de agrupaciones a partir de los resultados
obtenidos a través de la elaboracion de las genotecas de hongos, utilizando el indice de similitud Bray-
Curtis y el método de agrupacion jerarquica "unweighted pair-group method" (UPGMA). La barra indica
el % de similitud. a) muestras correspondientes a los diferentes estados fenoldgicos de manzano, b)

muestras correspondientes a los diferentes estados fenoldgicos de peral
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Tabla S4.6 Afiliacion filogenética de los 43 OTUs compartidos entre los micobiomas de la filosfera de

manzano y peral, analizados mediante la elaboracion de genotecas.

Filo Especie*
Alternaria sp
Aureobasidium proteae
Blumeria sp
Capnodiales sp
Cladosporium aggregatocicatricatum
Cladosporium sp
Dothideomycetes sp
Ascomycota Golovinomyces orontii
Lachnum sp
Leptosphaeria rubefaciens
Ostropales
Paraconiothyrium brasiliense
Pleosporales
Sclerotiniaceae
Tumularia sp
Cystofilobasidium macerans
Dioszegia hungarica
Filobasidium sp
Golubevia sp
Holtermanniella sp
Sporidiobolaceae
Symmetrospora coprosmae
Symmetrospora sp
Tilletiopsis washingtonensis
Udeniomyces pyricola
Vishniacozyma sp
Vishniacozyma carnescens
Vishniacozyma heimaeyensis
Vishniacozyma tephrensis

Hongo no clasificado Hongo no clasificado
* en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie, se ha clasificado con el taxon

Basidiomycota

mas especifico
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Tabla S4.7 Clones fungicos asociados a cada filo pertenecientes a la filosfera de manzano y peral, totales

y en cada estado fenoldgico analizado, obtenidos a partir de la elaboracién de genotecas.

Manzano”
Filo Total B E F 0O Q L
Ascomycota 1329 107 101 108 130 110 97
Basidiomycota 570 43 63 58 39 49 67

Hongos sin clasificar 52 3 0 0 3 7 6

Peral"
Filo Total B E F 0O Q L
Ascomycota 1329 77 102 127 122 107 141
Basidiomycota 570 72 25 32 29 68 25

Hongos sin clasificar 52 10 6 4 1 5 7
"B: brotacién, E: prefloracién, F: floracién, O: postfloracién, Q:
cuajado del fruto, L: maduracion del fruto.

Tabla S4.8 Numero de clones fungicos asociados a cada especie pertenecientes a la filosfera de peral,

totales y en los diferentes estadios fenoldgicos, obtenidos mediante la elaboracion de Igenotecas.

a)
. 3 Manzano
Filo Género
Total B E F O Q L
Alloleptosphaeria italica 2 2 0 0 0 0 O
Alternaria sesami 1 0 0 0 0 O O
Alternaria sp 141 12 22 9 7 9 28
Angustimassarina sp 1 0O 0 0 0 O O
Arthrinium marii 1 0O 0 1 0 0 o
Ascochyta medicaginicola var. medicaginicola 1 0O 0 0 0 1 o
Ascomycota 15 2 1 0 2 0 1
Aureobasidium proteae 44 2 1 10 1 1 1
Aureobasidium sp 1 1 0 0 0 0 O
Bacidia chloroticula 3 0O 0 0 0 O O
Bipolaris cynodontis 1 0O 0 0 0O O o
Blumeria sp 7 0O 0 6 0 0 O
Brunnipila dumorum 1 0O 0 0 0 O O
Ascomycota .
Capnodiales 29 0 0 2 5 12 1
Chaetasbolisia longiseta 1 1 0 0 0 0 O
Chaetothyriales 1 0O 0 0 0O O o
Cladosporiaceae 0O 0 0 1 o0 1
Cladosporium aggregatocicatricatum 10 0 2 0 0 0 O
Cladosporium laxicapitulatum 1 0O 0 0 0 1 O
Cladosporium sp 653 13 20 38 85 71 44
Cyphellophora gamsii 13 1 0 0 0 0 O
Didymellaceae 6 0O 1 0 0 1 o
Didymosphaeriaceae 2 1 0 0 0 0 O
Diutina catenulata 2 0O 0 0 0 O O
Dothideomycetes sp 128 3 13 11 17 9 12
Golovinomyces orontii 2 0O 1 0 0 0 o
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Tabla S4.8 continuacion

) , Manzano
Filo Género

m

Helotiales 2
Herpotrichia parasitica 2
Knufia sp 2
Lachnum sp 3
Leptosphaeria rubefaciens 33
Leptospora sp
Lithophila guttulata
Lophiostoma sp
Mycosphaerellaceae
Naevala sp
Neocatenulostroma germanicum
Neocatenulostroma sp
Neoerysiphe nevoi
Neosetophoma clematidis 19
Neosetophoma sp 10
Nigrospora oryzae 1
Ostropales 24
Paraconiothyrium brasiliense 51
Paraphoma sp 1
Parathyridaria robiniae 1
Periconia byssoides 1
Phaeococcomyces mexicanus 2
Phaeococcomyces sp 1
Ascomycota Phaeosphaeria microscopica 1
Phaeosphaeria sp 1
3
1
2
1
2

O N O |

O OoOr OO0O0O0Oo R,

[any
o

Phaeosphaeriaceae
Phaeothecoidea proteae
Phialophora livistonae
Phoma aloes
Pleosporaceae
Pleosporales 16
Podosphaera leucotricha 1
Podosphaera sp 2
Pseudopithomyces chartarum 1
Pyrenochaeta cava 1
Pyrenophora lolii 1
Rachicladosporium cboliae 1
Ramularia sp 2
Sclerostagonospora cycadis 13
Sclerotiniaceae 3
Stemphylium sp 11
Taeniolella stilbospora 1
Taphrina rhizophora 1
Taphrinomycetes 1
Teratosphaeriaceae 2
Trullula melanochlora 1
Tumularia sp 26
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Tabla S4.8 continuacion

i , Manzano
Filo Genero Total B E F 0 Q L
Ulocladium sp 1 1 0 0 0 0 O
Ascomycota .

Zymoseptoria sp 1 1 0 0 0 0 O
Agaricostilbomycetes 3 2 0 0 0 0 1
Agaricostilbomycetes 1 1 0 0 0 0 O

Basidiomycota 8 o 0 0o 1 1 2
Bjerkandera adusta 1 0O 0 0O O 0 O
Cystofilobasidium capitatum 1 0 1 0 0 0 O
Cystofilobasidium macerans 10 1 1 1 2 4 0
Daedaleopsis confragosa 1 0O 0 0O O 0 O
Dioszegia hungarica 4 0O 1 0 0 2 O
Entyloma sp 1 0 1 0 0 0 O
Entylomatales 3 0 0 0O O 0 O
Erythrobasidium hasegawianum 1 1 0 0 0 0 O
Erythrobasidium sp 3 1 0 0 0 0 2
Filobasidium floriforme 3 0O 0 0O o0 o0 3
Filobasidium oeirense 14 0 0 2 0 0 11
Filobasidium sp 18 0O 0 0 1 0 11
Golubevia sp 14 0 0 0 O 0 1
Holtermanniales 1 0O 0 0O 0 1 O
Holtermanniella sp 2 0O 0 0O 0 1 O
Kalmanozyma fusiformata 101 15 33 19 12 0 22
Leucosporidium fragarium 2 0O 1 1 0 0 O
Basidiomycota Leucosporidium golubevii 1 1 0 0 0 0 O
Leucosporidium sp 1 1 0 0 0 0 O
Meira argovae 1 0 0 0O O 0 1
Melampsora sp 1 0O 1 0 0 0 O
Microbotryomycetes 3 o 1 2 0 0 O

Microstroma sp 1 0O 0 0O O 0 O

Papiliotrema sp 1 0O 0 1 0 0 O
Rhodotorula babjevae 8 1 2 1 0 0 4

Rhodotorula sp 1 0O 0 0O 0 0 1
Septobasidium sp 1 0O 1 0 0 0 O
Sporidiobolaceae 39 0 4 0 6 0 O

Sporidiobolus metaroseus 2 0O 1 0 0 0 O
Stereum hirsutum 1 0O 0 0 0O 0 O
Symmetrospora coprosmae 5 0O 0 1 0 o0 O
Symmetrospora sp 11 1 0 0 0 0 2
Tausonia pullulans 1 0O 0 0O O 0 O
Tilletiopsis sp 1 0O 0 0O O 0 O
Tilletiopsis washingtonensis 7 0 1 3 0 0 1
Trametes trogii 2 0O 0 0O O 0 O
Tremellales sp 1 0O 0 0O O 0 O
Tremellomycetes 7 0O 0 0 0 7 O
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Tabla S4.8 continuacion

i , Manzano
Filo Genero Total B E F O Q L
Udeniomyces pseudopyricola 1 0O 0 0 0 0 O
Udeniomyces pyricola 7 0 3 0 3 0 O
Vishniacozyma carnescens 23 2 0 2 0 0 O
Vishniacozyma globispora 1 0O 01 0 O0 O
Basidiomycota Vishniacozyma heimaeyensis 5 0 1. 0 0 0 O
Vishniacozyma sp 143 10 10 22 11 33 5
Vishniacozyma tephrensis 95 1 0 2 3 0 O
Vishniacozyma victoriae 5 5 0 0 0 0 O
Vuilleminia comedens 1 0O 0 0 0 0 O
Hongos sin clasificar Hongos sin clasificar 52 3 0 0 3 7 6
b)
. ; Peral
Filo Género Total B E F 0 Q L
Alloleptosphaeria italica 2 0 0 0O 0O 0O O
Alternaria sesami 1 0O 0 0 0 0 1
Alternaria sp 141 1 4 8 20 6 15
Angustimassarina sp 1 0O 0 0 1 0 O
Arthrinium marii 1 0O 0 0 0 0 O
Ascochyta medicaginicola var. medicaginicola 1 0 0 0O 0O 0O O
Ascomycota 15 1 0 3 5 0 O
Aureobasidium proteae 44 17 3 0 4 3 1
Aureobasidium sp 1 0O 0 0 0 O O
Bacidia chloroticula 3 0O 0 0 3 0 O
Bipolaris cynodontis 1 0O 0 1 0 0 O
Blumeria sp 7 0O 01 0 0 O
Brunnipila dumorum 1 0O 0 01 0 O
Ascomycota Capnodiales 29 0O 4 0 2 2 1
Chaetasbolisia longiseta 1 0O 0 0 0 O O
Chaetothyriales 1 1 0 0 0 0 O
Cladosporiaceae 2 0O 0 0 0 0 O
Cladosporium aggregatocicatricatum 10 o 1 2 0 2 3
Cladosporium laxicapitulatum 1 0O 0 0 0 O O
Cladosporium sp 653 48 39 71 53 76 95
Cyphellophora gamsii 13 5 3 2 2 0 O
Didymellaceae 6 0O 0 3 1 0 O
Didymosphaeriaceae 2 0 1 0 0 O O
Diutina catenulata 2 0O 0 0 0 0 2
Dothideomycetes sp 128 1 7 18 16 14 7
Golovinomyces orontii 2 0O 0 1 0 0 O
Helotiales 2 0 O 1 0 O
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Tabla S4.8 continuacién

Filo Género

o
o
o
L

Herpotrichia parasitica
Knufia sp
Lachnum sp
Leptosphaeria rubefaciens
Leptospora sp
Lithophila guttulata
Lophiostoma sp
Mycosphaerellaceae
Naevala sp
Neocatenulostroma germanicum
Neocatenulostroma sp
Neoerysiphe nevoi
Neosetophoma clematidis
Neosetophoma sp
Nigrospora oryzae
Ostropales
Paraconiothyrium brasiliense
Paraphoma sp
Parathyridaria robiniae
Periconia byssoides
Phaeococcomyces mexicanus
Phaeococcomyces sp
Phaeosphaeria microscopica
Phaeosphaeria sp
Phaeosphaeriaceae
Phaeothecoidea proteae

Ascomycota

Phialophora livistonae
Phoma aloes
Pleosporaceae
Pleosporales
Podosphaera leucotricha
Podosphaera sp
Pseudopithomyces chartarum
Pyrenochaeta cava
Pyrenophora lolii
Rachicladosporium cboliae
Ramularia sp
Sclerostagonospora cycadis

Sclerotiniaceae
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Filo Género

Total

B

Peral

(o]

Stemphylium sp
Taeniolella stilbospora
Taphrina rhizophora

Taphrinomycetes

Ascomycota Teratosphaeriaceae

Trullula melanochlora
Tumularia sp
Ulocladium sp
Zymoseptoria sp

Agaricostilbomycetes
Agaricostilbomycetes
Basidiomycota
Bjerkandera adusta
Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium macerans
Daedaleopsis confragosa
Dioszegia hungarica
Entyloma sp
Entylomatales

Erythrobasidium hasegawianum

Erythrobasidium sp
Filobasidium floriforme
Filobasidium oeirense
Filobasidium sp
Golubevia sp
Holtermanniales
Holtermanniella sp
Kalmanozyma fusiformata
Leucosporidium fragarium
Leucosporidium golubevii
Leucosporidium sp
Meira argovae
Melampsora sp
Microbotryomycetes
Microstroma sp
Papiliotrema sp
Rhodotorula babjevae
Rhodotorula sp
Septobasidium sp
Sporidiobolaceae

Basidiomycota
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©
o
o
L

Filo Género Total B E F 0 Q L
Sporidiobolus metaroseus 2 0O 0 1 0 0O

Stereum hirsutum 1 0O 0 1 0 o0 O

Symmetrospora coprosmae 5 4 0 0 O O O

Symmetrospora sp 11 0O 1 0 1 0 6

Tausonia pullulans 1 0O 0 1 0 0O

Tilletiopsis sp 1 0O 0 0O 0 01

Tilletiopsis washingtonensis 7 0O 0 1 0 01

Trametes trogii 2 0O 2 0 0 0O

Tremellales sp 1 0O 0 0O 1 o0 O

Basidiomycota Tremellomycetes 7 0O 0 0O 0O 0O
Udeniomyces pseudopyricola 1 0O 0 1 0 0O

Udeniomyces pyricola 7 0O 0 1 0 o0 O

Vishniacozyma carnescens 23 8 3 2 3 3 O

Vishniacozyma globispora 1 0O 0 0O O 0O

Vishniacozyma heimaeyensis 5 4 0 0 O 0O

Vishniacozyma sp 143 9 4 5 10 24 O

Vishniacozyma tephrensis 95 41 15 12 11 9 1

Vishniacozyma victoriae 5 0O 0 0O 0O 0 O

Vuilleminia comedens 1 1 0 0 0O o0 o

Hongos sin clasificar Hongos sin clasificar 52 10 6 4 1 5 7

"B: brotacién, E: prefloracién, F: floracién, O: postfloracién, Q: cuajado del fruto, L: maduracién del
fruto.

en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie, se ha clasificado con el taxén mas
especifico
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10. Anexos

a)

OTUs

b)

OTUs

Figura S4.6 Curvas de rarefaccién de las muestras del bacterioma de la filosfera de peral pertenecientes
a los 6 estadios fenoldgicos del arbol, analizadas mediante Illumina Miseq. a) basadas en el nimero total
de secuencias. b) a partir del subgrupo de secuencias, seleccionado al azar, que se utilizard para

determinar la B-diversidad. Las curvas se trazaron teniendo en cuenta un limite de 0,03 para cada
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10. Anexos

a)
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Figura S4.7 Curvas de rarefaccion de las muestras del micobioma de la filosfera de peral pertenecientes

a los 6 estadios fenoldgicos del arbol, analizadas mediante lllumina Miseq. a) basadas en el nimero total

de secuencias. b) a partir del subgrupo de secuencias, seleccionado al azar, que se utilizard para

determinar la B-diversidad. Las curvas se trazaron teniendo en cuenta un limite de 0,03 para cada

muestra.
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10.3 Anexo suplementario capitulo 5

Tabla S5.1 Afiliacion filogenética de las bandas recuperadas y secuenciadas a partir de los perfiles de DGGE de hongos (Figura 5.2).

Banda Longitud (bp) Afiliacién taxonédmica (Filo, Clase, Orden, Familia, Género) Mayor e-Value Blast (accession no.) % similitud
Al 240 Ascomycota(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83) Uncultured Ascomycota (KX621910) 87,1
A2 170 Ascomycota(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92) Uncultured fungus (MG244835) 86,31
A4l 167 Ascomycota(91); Sordariomycetes(85); Sordariomycetes sin clasificar(85); Sordariomycetes sin clasificar(85); Sordariomycetes sin clasificar(85) Uncultured Ascomycota (KX621925) 89,41
A5 185 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Nectriaceae(100); Nectriaceae sin clasificar(100) Fusarium equiseti (MK770797) 95,68
A6 190 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Nectriaceae(100); Fusarium(96) Fusarium oxysporum (MK894888) 100
A7 185 Ascomycota(100); Sordariomycetes(96); Hypocreales(93); Nectriaceae(90); Fusarium(86) Uncultured Ascomycota (KX621910) 93,48
A8 163 Ascomycota(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89) Fusarium equiseti (MN833410) 96,86
All 184 Ascomycota(99); Sordariomycetes(99); Hypocreales(98); Nectriaceae(91); Fusarium(88) Uncultured Ascomycota (KX621925) 92,82
Al12 132 Ascomycota(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96) Fusarium equiseti (MH141282) 89,39
Al6 191 Ascomycota(100); Dothideomycetes(100); Capnodiales(100); Cladosporiaceae(100); Cladosporium(100) Cladosporium sp. (LC433822) 100
Al7 196 Ascomycota(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92) Uncultured fungus (JX342938) 85
A.20 166 Ascomycota(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83) Fusarium equiseti (MK336490) 89,84
A21 192 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Microascales(96); Microascaceae(96); Microascaceae sin clasificar(96) Uncultured Ascomycota (KX621921) 92,75
A22 188 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Nectriaceae(100); Fusarium(80) Fusarium equiseti (MK770797) 97,34
A23 185 Ascomycota(90); Ascomycota sin clasificar(90); Ascomycota sin clasificar(90); Ascomycota sin clasificar(90); Ascomycota sin clasificar(90) uncultured Ascomycota (KX621925) 87,97
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Tabla S5.1 continuacion

Banda Longitud (bp) Afiliacion taxondmica (Filo, Clase, Orden, Familia, Género) Mayor e-Value Blast (accession no.) % similitud
Al 240 Ascomycota(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83) Uncultured Ascomycota (KX621910) 87,1
A2 170 Ascomycota(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92) Uncultured fungus (MG244835) 86,31
A4l 167 Ascomycota(91); Sordariomycetes(85); Sordariomycetes sin clasificar(85); Sordariomycetes sin clasificar(85); Sordariomycetes sin clasificar(85) Uncultured Ascomycota (KX621925) 89,41
A5 185 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Nectriaceae(100); Nectriaceae sin clasificar(100) Fusarium equiseti (MK770797) 95,68
A6 190 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Nectriaceae(100); Fusarium(96) Fusarium oxysporum (MK894888) 100
A7 185 Ascomycota(100); Sordariomycetes(96); Hypocreales(93); Nectriaceae(90); Fusarium(86) Uncultured Ascomycota (KX621910) 93,48
A8 163 Ascomycota(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89) Fusarium equiseti (MN833410) 96,86
All 184 Ascomycota(99); Sordariomycetes(99); Hypocreales(98); Nectriaceae(91); Fusarium(88) Uncultured Ascomycota (KX621925) 92,82
A12 132 Ascomycota(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96) Fusarium equiseti (MH141282) 89,39
Al6 191 Ascomycota(100); Dothideomycetes(100); Capnodiales(100); Cladosporiaceae(100); Cladosporium(100) Cladosporium sp. (LC433822) 100
Al17 196 Ascomycota(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92); Ascomycota sin clasificar(92) Uncultured fungus (JX342938) 85
A20 166 Ascomycota(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83) Fusarium equiseti (MK336490) 89,84
A21 192 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Microascales(96); Microascaceae(96); Microascaceae sin clasificar(96) Uncultured Ascomycota (KX621921) 92,75
A22 188 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Nectriaceae(100); Fusarium(80) Fusarium equiseti (MK770797) 97,34
A23 185 Ascomycota(90); Ascomycota sin clasificar(90); Ascomycota sin clasificar(90); Ascomycota sin clasificar(90); Ascomycota sin clasificar(90) uncultured Ascomycota (KX621925) 87,97
A24 170 Ascomycota(100); Sordariomycetes(99); Hypocreales(99); Nectriaceae(99); Fusarium(92) Fusarium equiseti (MK770797) 97,06
A25 150 Mortierellomycota(100); Mortierellomycetes(100); Mortierellales(100); Mortierellaceae(100); Mortierella(100) Mortierella sp. (KX150447) 100
A28 189 Mortierellomycota(100); Mortierellomycetes(100); Mortierellales(100); Mortierellaceae(100); Mortierella(100) Uncultured Mortierella (MF555542) 100
B.1 244 Ascomycota(100); Pezizomycetes(99); Pezizales(99); Pyronemataceae(99); Pyronemataceae sin clasificar(99) Fungal sp. strain YA-1 (MF784638) 99,59
B.2 178 Mortierellomycota(100); Mortierellomycetes(100); Mortierellales(100); Mortierellaceae(100); Mortierella(100) Uncultured Mortierella (MF555542) 100
B.3 252 Ascomycota(99); Pezizomycetes(94); Pezizales(94); Pyronemataceae(94); Pyronemataceae sin clasificar(94) Fungal sp. strain YA-1 (MF784638) 99,21
B.4 172 Mortierellomycota(100); Mortierellomycetes(100); Mortierellales(100); Mortierellaceae(100); Mortierella(100) Mortierella indohii (JX975878) 95,35
B.6 188 Basidiomycota(84); Agaricomycetes(80); Agaricomycetes sin clasificar(80); Agaricomycetes sin clasificar(80); Agaricomycetes sin clasificar(80) Uncultured fungus (AB520436) 81,03
B.9 167 Ascomycota(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83) Sin resultados significativos en el BLAST
B.13 172 Basidiomycota(91); Basidiomycota sin clasificar(91); Basidiomycota sin clasificar(91); Basidiomycota sin clasificar(91); Basidiomycota sin clasificar(91) Uncultured fungus (JX332265) 93,02
B.14 174 Ascomycota(98); Ascomycota sin clasificar(98); Ascomycota sin clasificar(98); Ascomycota sin clasificar(98); Ascomycota sin clasificar(98) Fusarium sp (KJ572172) 85,94
B.15 163 Ascomycota(97); Sordariomycetes(86); Sordariomycetes sin clasificar(86); Sordariomycetes sin clasificar(86); Sordariomycetes sin clasificar(86) Uncultured fungus (JX368482) 92,45
B.17 154 Ascomycota(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83); Ascomycota sin clasificar(83) Fusarium cf. avenaceum (MH128208) 86,99
B.19 282 Ascomycota(97); Ascomycota sin clasificar(97); Ascomycota sin clasificar(97); Ascomycota sin clasificar(97); Ascomycota sin clasificar(97) Gymnascella aurantiaca (KY629638) 87,98
B.21 147 Ascomycota(91); Ascomycota sin clasificar(91); Ascomycota sin clasificar(91); Ascomycota sin clasificar(91); Ascomycota sin clasificar(91) Uncultured fungus (JN394950) 100
B.22 171 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
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Tabla S5.1 continuacion

Banda Longitud (bp) Afiliacion taxondmica (Filo, Clase, Orden, Familia, Género) Mayor e-Value Blast (accession no.) % similitud
B.23 193 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Stachybotryaceae(100); Stachybotrys(100) Stachybotrys chartarum (MN689323) 100
B.26 164 Ascomycota(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87) Uncultured Nectriaceae (F1708605) 100
B.27 210 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(99); Trichophaeopsis(85) Uncultured fungus (JX323746) 98,1
B.28 194 Ascomycota(94); Ascomycota sin clasificar(94); Ascomycota sin clasificar(94); Ascomycota sin clasificar(94); Ascomycota sin clasificar(94) Auxarthron kuehnii (AB861654) 86,08
B.29 157 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
B.30 151 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
B.33 176 Ascomycota(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87) Uncultured fungus (MG244835) 82
B.36 175 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Auxarthron kuehnii (AB861654) 86,08
B.37 158 Ascomycota(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89); Ascomycota sin clasificar(89) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 94,9
B.38 159 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
B.39 149 Ascomycota(91); Ascomycota sin clasificar(91); Ascomycota sin clasificar(91); Ascomycota sin clasificar(91); Ascomycota sin clasificar(91) Fusariumsp (KJ572172) 88,67
B.40 159 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Uncultured fungus (MG244835) 83,23
B.41 159 Ascomycota(82); Ascomycota sin clasificar(82); Ascomycota sin clasificar(82); Ascomycota sin clasificar(82); Ascomycota sin clasificar(82) Fungal sp. 51651 (KP890634) 86
B.43 191 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Microascales(100); Microascaceae(100); Microascaceae sin clasificar(100) Uncultured Ascomycota (KX621921) 97,92
B.44 180 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Stachybotryaceae(100); Stachybotrys(100) Stachybotrys chlorohalonata (LC406458) 98,9
B.45 158 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
Cc1 132 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
Cc.2 162 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(100); Trichophaeopsis(90) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 98,77
c3 116 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
c4 200 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(100); Trichophaeopsis(87) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 98,5
C.5 192 Basidiomycota(96); Tremellomycetes(94); Filobasidiales(94); Piskurozymaceae(94); Solicoccozyma(94) Solicoccozyma aeria (MK408440) 94,27
Cc.6 173 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Microascales(100); Microascaceae(100); Microascaceae sin clasificar(100) Sordariomycetes sp. (MH430385) 98,28
c.7 194 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Microascales(100); Microascaceae(100); Microascaceae sin clasificar(100) Uncultured Ascomycota (HG936340) 96,91
c9 149 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Uncultured fungus (MF793575) 86,32
C.12 196 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(100); Pyronemataceae sin clasificar(100) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 98,97
c.14 191 Basidiomycota(100); Agaricomycetes(100); Polyporales(100); Coriolaceae(98); Trametes(98) Trametes versicolor (AB733644) 95,81
C.16 115 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Uncultured fungus (JX354927) 91,74
Cc.18 145 Basidiomycota(100); Tremellomycetes(100); Tremellales(100); Trimorphomycetaceae(100); Saitozyma(99) Saitozyma podzolica (LC506272) 98,62
c.21 223 Ascomycota(88); Ascomycota sin clasificar(88); Ascomycota sin clasificar(88); Ascomycota sin clasificar(88); Ascomycota sin clasificar(88) Fungal sp. strain YA-1 (MF784638) 95,96
C.24 157 Basidiomycota(100); Wallemiomycetes(100); Wallemiales(100); Wallemiaceae(100); Wallemia(100) Wallemia mellicola (MH855488) 99,35
C.28 133 Ascomycota(96); Pezizomycetes(93); Pezizales(93); Pyronemataceae(92); Pyronemataceae sin clasificar(92) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 96,24
C.29 156 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(100); Pyronemataceae sin clasificar(100) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 99,36
C.30 188 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(100); Pyronemataceae sin clasificar(100) Pezizomycetes sp. (FN868473) 96,81
C31 175 Ascomycota(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87); Ascomycota sin clasificar(87) Uncultured Ascomycota (HG936340) 88,62
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Tabla S5.1 continuacion

Banda Longitud (bp) Afiliacion taxonémica (Filo, Clase, Orden, Familia, Género) Mayor e-Value Blast (accession no.) % similitud
C.32 190 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Microascales(100); Microascaceae(100); Microascaceae sin clasificar(100) Uncultured Ascomycota (HG936340) 96,88
C.35 159 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Microascales(100); Microascaceae(100); Microascaceae sin clasificar(100) Uncultured Ascomycota (HG936340) 98,74
D.1 211 Mortierellomycota(100); Mortierellomycetes(100); Mortierellales(100); Mortierellaceae(100); Mortierella(100) Mortierella indohii (JX975878) 97,16
D.4 210 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(99); Trichophaeopsis(85) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 98,54
D.5 136 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
D.6 135 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
D.7 223 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(100); Trichophaeopsis(89) Uncultured fungus (JX323746) 98,18
D.8 196 Ascomycota(100); Pezizomycetes(100); Pezizales(100); Pyronemataceae(100); Trichophaeopsis(87) Uncultured fungus (JX323746) 97,96
D.9 232 Ascomycota(99); Pezizomycetes(97); Pezizales(97); Pyronemataceae(97); Pyronemataceae sin clasificar(97) Uncultured fungus (JX323746) 93,59
D.10 165 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
D.12 184 Basidiomycota(100); Agaricomycetes(100); Polyporales(100); Coriolaceae(100); Trametes(100) Trametes versicolor (MN961144) 99,46
D.13 166 Ascomycota(100); Sordariomycetes(100); Hypocreales(100); Nectriaceae(100); Fusarium(91) Fusarium longipes (MT032394) 98,8
D.14 127 Ascomycota(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96); Ascomycota sin clasificar(96) Uncultured Ascomycota (HG936357) 85,5
D.15 135 Ascomycota(80); Ascomycota sin clasificar(80); Ascomycota sin clasificar(80); Ascomycota sin clasificar(80); Ascomycota sin clasificar(80) Sin resultados significativos en el BLAST
D.16 195 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
D.18 154 Ascomycota(97); Pezizomycetes(92); Pezizales(92); Pyronemataceae(92); Pyronemataceae sin clasificar(92) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 95,36
D.20 183 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Uncultured fungus (FJ782315) 92,31
D.23 149 Ascomycota(99); Pezizomycetes(95); Pezizales(95); Pyronemataceae(93); Pyronemataceae sin clasificar(93) Pezizomycetes sp. (HQ829414) 95,97
D.24 158 Ascomycota(94); Ascomycota sin clasificar(94); Ascomycota sin clasificar(94); Ascomycota sin clasificar(94); Ascomycota sin clasificar(94) Uncultured fungus (GQ511845) 90,34
D.26 182 Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100); Fungi sin clasificar(100) Sin resultados significativos en el BLAST
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Tabla S5.2. Afiliacidon filogenética de las secuencias bacterianas representativas de cada tipo de suelo
segun el test LEfSe. En gris se han destacado los géneros que sdlo figuran en una de las dos variables,

suelos conductivos o suelos supresivos.

Tipo Tamafio Filo Género*
Conductivo 427 Acidobacteria Subgrupo Gp10
Conductivo 1697 Acidobacteria Subgrupo Gp16
Conductivo 146 Acidobacteria Subgrupo Gp17
Conductivo 349 Acidobacteria Subgrupo Gp25
Conductivo 1765 Acidobacteria Subgrupo Gp3
Conductivo 2785 Acidobacteria Subgrupo Gp4
Conductivo 149 Acidobacteria Subgrupo Gp5
Conductivo 3244 Acidobacteria Subgrupo Gp6
Conductivo 145 Acidobacteria Acidobacteria sin clasificar
Conductivo 152 Actinobacteria Aciditerrimonas
Conductivo 674 Actinobacteria Actinobacteria sin clasificar
Conductivo 337 Actinobacteria Actinomycetales sin clasificar
Conductivo 294 Actinobacteria Glycomyces
Conductivo 964 Actinobacteria Intrasporangiaceae sin clasificar
Conductivo 352 Actinobacteria Phycicoccus
Conductivo 155 Actinobacteria Catellatospora
Conductivo 157 Actinobacteria Nocardia
Conductivo 373 Actinobacteria Kribbella
Conductivo 682 Actinobacteria Nocardioides
Conductivo 433 Actinobacteria Pseudonocardia
Conductivo 374 Actinobacteria Pseudonocardiaceae sin clasificar
Conductivo 1052 Actinobacteria Streptomyces
Conductivo 978 Actinobacteria Streptomycetaceae sin clasificar
Conductivo 89 Actinobacteria Planomonospora

Conductivo 272
Conductivo 116
Conductivo 243

Armatimonadetes Armatimonadetes gp4

Armatimonadetes Armatimonadetes gp5

Armatimonadetes Chthonomonas Armatimonadetes gp3

Conductivo 25991  Bacteria sin clasificar Bacteria sin clasificar
Conductivo 349 Bacteroidetes Ohtaekwangia
Conductivo 2737 Bacteroidetes Bacteroidetes sin clasificar
Conductivo 182 Bacteroidetes Chryseobacterium
Conductivo 518 Bacteroidetes Flavobacterium
Conductivo 107 Bacteroidetes Chitinophaga
Conductivo 8678 Bacteroidetes Chitinophagaceae sin clasificar
Conductivo 253 Bacteroidetes Ferruginibacter
Conductivo 922 Bacteroidetes Flavisolibacter
Conductivo 212 Bacteroidetes Flavitalea
Conductivo 161 Bacteroidetes Parasegetibacter
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Tabla S5.2 continuacion

Tipo Tamafio Filo Género*
Conductivo 2148 Bacteroidetes Terrimonas
Conductivo 501 Bacteroidetes Algoriphagus
Conductivo 1710 Bacteroidetes Adhaeribacter
Conductivo 396 Bacteroidetes Cytophagaceae sin clasificar
Conductivo 110 Bacteroidetes Dyadobacter
Conductivo 123 Bacteroidetes Pontibacter
Conductivo 87 Bacteroidetes Rhodocytophaga
Conductivo 945 Bacteroidetes Pedobacter
Conductivo 303 Bacteroidetes Sphingobacteriales sin clasificar
Conductivo 694 Chloroflexi Anaerolineaceae sin clasificar
Conductivo 106 Chloroflexi Herpetosiphon
Conductivo 386 Chloroflexi Chloroflexi sin clasificar
Conductivo 456 Chloroflexi Sphaerobacter
Conductivo 839 Firmicutes Tumebacillus
Conductivo 2303 Firmicutes Bacillus
Conductivo 265 Firmicutes Paenibacillus
Conductivo 2624 Gemmatimonadetes Gemmatimonas
Conductivo 594 Nitrospira Nitrospira
Conductivo 87 OP11 OP11 genus IS
Conductivo 120 Planctomycetes Planctomycetaceae sin clasificar
Conductivo 135 Proteobacteria Alphaproteobacteria sin clasificar
Conductivo 132 Proteobacteria Brevundimonas
Conductivo 126 Proteobacteria Caulobacteraceae sin clasificar
Conductivo 327 Proteobacteria Bradyrhizobiaceae sin clasificar
Conductivo 188 Proteobacteria Devosia
Conductivo 389 Proteobacteria Hyphomicrobiaceae sin clasificar
Conductivo 76 Proteobacteria Methylobacterium
Conductivo 944 Proteobacteria Microvirga
Conductivo 119 Proteobacteria Mesorhizobium
Conductivo 398 Proteobacteria Rhizobium
Conductivo 2186 Proteobacteria Rhizobiales sin clasificar
Conductivo 275 Proteobacteria Paracoccus
Conductivo 102 Proteobacteria Rhodobacteraceae sin clasificar
Conductivo 3082 Proteobacteria Skermanella
Conductivo 81 Proteobacteria Rhodospirillales sin clasificar
Conductivo 957 Proteobacteria Sphingomonadaceae sin clasificar
Conductivo 205 Proteobacteria Sphingopyxis
Conductivo 4540 Proteobacteria Betaproteobacteria sin clasificar
Conductivo 747 Proteobacteria Oxalobacteraceae sin clasificar
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Tabla S5.2 continuacion

Tipo Tamafio Filo Género*

Conductivo 899 Proteobacteria Myxococcales sin clasificar
Conductivo 106 Proteobacteria Chondromyces
Conductivo 131 Proteobacteria Sorangium
Conductivo 262 Proteobacteria Yersinia
Conductivo 343 Proteobacteria Gilvimarinus
Conductivo 2193 Proteobacteria Gammaproteobacteria sin clasificar
Conductivo 783 Proteobacteria Cellvibrio
Conductivo 359 Proteobacteria Pseudomonas
Conductivo 102 Proteobacteria Steroidobacter
Conductivo 142 Proteobacteria Stenotrophomonas
Conductivo 482 Proteobacteria Proteobacteria sin clasificar
Conductivo 200 Verrucomicrobia Alterococcus
Conductivo 903 Verrucomicrobia Opitutus

Conductivo 166 Verrucomicrobia Spartobacteria family IS sin clasificar
Conductivo 643 Verrucomicrobia Spartobacteria genera IS
Conductivo 1036 Verrucomicrobia 3 genus IS

Supresivo 250 Acidobacteria Subgrupo Gp18
Supresivo 4656 Acidobacteria Subgrupo Gp3
Supresivo 16687 Acidobacteria Subgrupo Gp4
Supresivo 105103 Acidobacteria Subgrupo Gp6
Supresivo 130 Acidobacteria Subgrupo Gp7
Supresivo 8651 Actinobacteria Actinobacteria sin clasificar
Supresivo 3233 Actinobacteria Actinomycetales sin clasificar
Supresivo 403 Actinobacteria Microbacteriaceae sin clasificar
Supresivo 5577 Actinobacteria Micrococcaceae sin clasificar
Supresivo 763 Actinobacteria Micromonosporaceae sin clasificar
Supresivo 590 Actinobacteria Nocardioidaceae sin clasificar
Supresivo 819 Actinobacteria Nocardioides

Supresivo 237 Actinobacteria Nocardiopsaceae sin clasificar
Supresivo 5787 Actinobacteria Rubrobacter

Supresivo 3593 Actinobacteria Solirubrobacter
Supresivo 1559 Actinobacteria Solirubrobacterales sin clasificar
Supresivo 342 Armatimonadetes Chthonomonas Armatimonadetes gp3
Supresivo 35324  Bacteria sin clasificar Bacteria sin clasificar
Supresivo 11224 Bacteroidetes Ohtaekwangia
Supresivo 520 Bacteroidetes Bacteroidetes sin clasificar
Supresivo 138 Bacteroidetes Chitinophagaceae sin clasificar
Supresivo 428 Bacteroidetes Pontibacter

Supresivo 1192 Bacteroidetes Flammeovirgaceae sin clasificar
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Tabla S5.2 continuacion

Tipo Tamafio Filo Género*
Supresivo 2613 Chloroflexi Chloroflexi sin clasificar
Supresivo 1963 Firmicutes Bacillaceae 1 sin clasificar
Supresivo 3811 Firmicutes Bacillaceae 2 sin clasificar
Supresivo 1981 Firmicutes Halobacillus
Supresivo 1115 Firmicutes Thalassobacillus
Supresivo 753 Firmicutes Virgibacillus
Supresivo 13553 Firmicutes Bacillales sin clasificar
Supresivo 1107 Firmicutes Ammoniphilus
Supresivo 1781 Firmicutes Pasteuria
Supresivo 1064 Firmicutes Planococcaceae sin clasificar
Supresivo 626 Firmicutes Thermoactinomyces
Supresivo 2883 Gemmatimonadetes Gemmatimonas
Supresivo 1935 Nitrospira Nitrospira
Supresivo 326 Planctomycetes Blastopirellula
Supresivo 1608 Planctomycetes Planctomycetaceae sin clasificar
Supresivo 6012 Proteobacteria Alphaproteobacteria sin clasificar
Supresivo 580 Proteobacteria Devosia
Supresivo 1184 Proteobacteria Rhizobiales sin clasificar
Supresivo 352 Proteobacteria Pelagibius
Supresivo 188 Proteobacteria Rhodospirillaceae sin clasificar
Supresivo 215 Proteobacteria Rhodospirillales sin clasificar
Supresivo 1099 Proteobacteria Erythrobacteraceae sin clasificar
Supresivo 1224 Proteobacteria Sphingomonadaceae sin clasificar
Supresivo 9106 Proteobacteria Betaproteobacteria sin clasificar
Supresivo 419 Proteobacteria Pusillimonas
Supresivo 1278 Proteobacteria Burkholderiales sin clasificar
Supresivo 478 Proteobacteria Nitrosomonas
Supresivo 811 Proteobacteria Deltaproteobacteria sin clasificar
Supresivo 1203 Proteobacteria Myxococcales sin clasificar
Supresivo 9038 Proteobacteria Gammaproteobacteria sin clasificar
Supresivo 1742 Proteobacteria Halomonas
Supresivo 235 Proteobacteria Serpens
Supresivo 3741 Proteobacteria Steroidobacter
Supresivo 5852 Proteobacteria Lysobacter
Supresivo 195 Proteobacteria Pseudoxanthomonas
Supresivo 3015 Proteobacteria Proteobacteria sin clasificar
Supresivo 334 Verrucomicrobia Spartobacteria genera IS
Supresivo 5424 Verrucomicrobia 3 genus IS

* en los casos en los que no ha sido posible determinar el género, se ha clasificado con el taxén mas

especifico
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Tabla S5.3 Numero de secuencias, pertenecientes a cada uno de los grupos funcionales detectados

mediante FAPROTAX para cada una de las muestras analizadas.

Funcion c1® & H1® H4Y kit k3" N1t N4
Parasitos intracelulares* 541 490 317 510 430 334 2542 2540
Oxidacion oscura del hidrégeno* 79 104 11 56 49 17 151 247
Fijacion de nitrégeno* 132 82 122 126 144 111 213 164
Oxidacion de metanol* 82 249 59 93 109 207 275 449
Reduccién de arseniato disimilatorio* 4 13 3 31 10 4 29 57
Desintoxicacion de arseniato* 4 13 3 31 10 4 28 57
Quimioheterotrofia aerdébica* 16208 16861 13546 16385 18419 22927 26525 22859
Quimioheterotrofia* 17962 18701 15359 18032 20580 25381 29343 24708
Metilotrofia* 84 312 65 96 109 213 281 456
Oxidacion de manganeso* 50 30 19 27 25 31 8 13
Oxidacion aerdbica de amoniaco 212 225 183 229 480 262 385 623
Respiracién de sulfato 17 20 28 12 10 10 4 5
Oxidacion oscura de hierro 0 0 1 4 1 1 0 0
Fotoautotrofia de Fe oxidante 0 0 1 4 1 1 0 0
Oxidacion de sulfuro oscuro 0 2 3 0 0 1 0 0
Respiracién con tiosulfato 30 46 18 29 6 10 0 6
Reducciodn de nitrato 2989 3252 2932 4592 3535 4037 3006 2364
Oxidacion aerdbica de nitrito 1860 1515 1320 1601 1896 1307 1194 1316
Degradacion de hidrocarburos 391 295 339 182 1541 114 102 109
Respiracidon de compuestos de azufre 45 55 46 48 21 21 17 28
Amonificacion de nitrato 19 29 11 21 3 10 8 2
Fermentacién 1786 1854 1650 1733 1419 2103 4238 2783
Respiracion de sulfito 11 17 8 8 3 0 0 4
Ureolisis 1432 1300 619 720 571 1764 2508 907
Presencia en el Intestino humano 7 9 9 18 11 4 12 12
Parasitos invertebrados 4 4 1 14 9 0 3 3
Degradacion de hliréot;r:uros alifaticos sin 64 61 244 158 120 55 85 86
Degradacion de hidrocarburos aromaticos 64 59 241 158 120 55 85 85
Celulolisis 562 551 548 550 355 410 708 463
Oxidacion oscura de azufre 0 0 2 0 0 0 0 0
Anammox 0 0 0 0 0 0 10 2
Respiracidon de manganeso 0 0 0 0 0 0 5 1
Quitinolisis 715 570 603 351 1124 994 664 359
Cianobacterias 161 209 118 159 77 188 127 110
Fotoautotrofia oxigenada 161 209 118 159 77 188 127 110
Intestino de mamifero 7 9 9 18 11 9 12 12
Patdgeno vegetal 215 89 71 164 74 91 170 142
Amonificacién de nitrito 22 32 14 26 7 14 17 11
Respiracidn de arseniato 0 0 0 0 0 0 1 0
Acetogénesis reductora 10 8 1 5 2 6 4 3
Oxidacion oscura de compuestos de azufre 5 45 3 41 6 3 4 9
Cloroplastos 2 4 5 6 12 15 34 7
Fotoautotrofia 717 617 640 1101 772 1140 886 501
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Tablas S5.3 continuacion

Funcion cin can H1A H4A K1n K3A N1/ N4A
Reductores de clorato 0 0 12 0 0 1 81 1
Metanotrofia 2 63 6 3 0 6 6 7
Respiracidn de hierro 12 17 15 8 4 0 22 5
Oxidacion oscura del tiosulfato 2 37 2 17 2 1 0 7
Fotoautotrofia anoxigénica S oxidante 556 404 521 940 695 952 755 390
Fotoautotrofia anoxigénica 556 408 522 942 695 952 759 391
Respiracion de azufre 20 23 16 23 11 1 13 25
Respiracién de nitrégeno 800 562 644 1382 1241 1008 1259 870
Fototrofia 745 659 661 1141 804 1191 1003 548
Respiracién de nitrato 797 559 641 1377 1237 1004 1240 859
Nitrificacién 2072 1740 1503 1830 2376 1569 1579 1939
Ligninolisis 9 0 0 0 5 4 4 0
Patogenos humanos 179 67 74 406 217 112 297 124
Respiracion con fumarato 0 0 11 0 0 0 5 1
Pardsitos animales o simbiontes 243 232 166 549 297 177 310 172
Depredador o exoparasitario 175 143 86 109 145 240 149 174
Degradacion plastica 55 56 198 143 45 48 54 100
Degradacion de compuestos aromaticos 78 789 1444 971 823 663 756 956
Fototrofia aerdbica anoxigénica 12 9 10 17 23 41 34 8
Fotoheterotrofia 578 431 533 973 692 984 876 438
Xilanolisis 194 163 102 166 147 114 174 115
Desnitrificacion de nitrato 687 457 537 968 692 962 839 610
Desnitrificacion de nitrito 687 457 537 968 692 962 839 610
Desnitrificacion de 6xido nitroso 687 457 537 968 692 962 839 610
Desnitrificacion 687 457 537 968 692 962 839 610
Respiracidn de nitrito 711 490 552 1000 699 976 866 624
Fotoautotrofia anoxigénica oxidante de H2 0 4 3 6 1 1 4 1

"Cada muestra se identifica con un cédigo de dos caracteres, el primero identifica el suelo analizado (C:
Castella, H: Hidalgo, K: Kyoto, N: Noé) y el segundo se corresponde con la fecha en la que se realizaron

los muestreos (1, 2, 3y 4) (tabla 3.4).

Tabla S5.4. Afiliacidn filogenética de las secuencias fungicas representativas de cada tipo de suelo segun

el test LEfSe. En gris se han destacado las especies que sdlo estdn en una de las variables (suelos

conductivos o suelos supresivos).

Tipo Tamafio Filo Especie*
Supresor 532 Hongos sin clasificar Hongos sin clasificar
Supresor 35964 Ascomycota Cladosporium sin clasificar
Supresor 3123 Ascomycota Cladosporium halotolerans
Supresor 367 Ascomycota Pyrenochaeta lycopersici
Supresor 5971 Ascomycota Arachniotus dankaliensis
Supresor 2283 Ascomycota Pseudogymnoascus
Supresor 7219 Ascomycota Pyronemataceae sin clasificar
Supresor 323591 Ascomycota Pseudombrophila sin clasificar
Supresor 5331 Ascomycota Acremonium alcalophilum
Supresor 420362 Ascomycota Microascaceae sin clasificar
Supresor 130420 Ascomycota Chaetomiaceae sin clasificar

Tipo Tamano Filo Especie+
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Supresor 24575 Mortierellomycota Mortierellaceae sin clasificar
Supresor 1231 Mortierellomycota Mortierella sin clasificar
Supresor 1239 Mortierellomycota Mortierella alpina
Supresor 1608 Mortierellomycota Mortierella oligospora
Conductivo 329 Hongos sin clasificar Hongos sin clasificar
Conductivo 927 Ascomycota Dothideomycetes sin clasificar
Conductivo 90 Ascomycota Hysteriaceae sin clasificar
Conductivo 5484 Ascomycota Didymellaceae sin clasificar
Conductivo 177 Ascomycota Phoma adonidicola
Conductivo 2125 Ascomycota Alternaria alstroemeriae
Conductivo 769 Ascomycota Stemphylium sin clasificar
Conductivo 857 Ascomycota Sporormiaceae sin clasificar
Conductivo 3265 Ascomycota Sordariomycetes sin clasificar
Conductivo 32734 Ascomycota Gibellulopsis
Conductivo 10372 Ascomycota Lectera
Conductivo 2322 Ascomycota Verticillium klebahnii
Conductivo 73 Ascomycota Verticillium longisporum
Conductivo 745 Ascomycota Clonostachys rosea
Conductivo 149 Ascomycota Clonostachys
Conductivo 902 Ascomycota Bionectriaceae sin clasificar
Conductivo 326 Ascomycota Acremonium hansfordii
Conductivo 253 Ascomycota Acremonium pilosum
Conductivo 207508 Ascomycota Nectriaceae sin clasificar
Conductivo 21253 Ascomycota Fusarium sin clasificar
Conductivo 458 Ascomycota Fusicolla sin clasificar
Conductivo 4760 Ascomycota Rodentomyces
Conductivo 207 Ascomycota Stephanonectria sin clasificar
Conductivo 697 Ascomycota Volutella ciliata
Conductivo 1799 Ascomycota Eucasphaeria capensis
Conductivo 463 Ascomycota Hypocreales sin clasificar
Conductivo 692 Ascomycota Thielaviopsis basicola
Conductivo 1967 Ascomycota Lasiosphaeriaceae sin clasificar
Conductivo 313 Basidiomycota Minimedusa
Conductivo 3006 Basidiomycota Cystofilobasidium macerans
Conductivo 1515 Basidiomycota Solicoccozyma terrea
Conductivo 1405 Basidiomycota Holtermanniella sin clasificar
Conductivo 1762 Basidiomycota Vishniacozyma carnescens
Conductivo 378 Basidiomycota Vishniacozyma
Conductivo 162 Chytridiomycota GS13 sin clasificar
Conductivo 323 Chytridiomycota Chytridiomycota sin clasificar
Conductivo 38288 Mortierellomycota Mortierella sin clasificar
Conductivo 2483 Mortierellomycota Mortierellales sin clasificar
Conductivo 797 Olpidiomycota Olpidium

* en los casos en los que no ha sido posible determinar la especie, se ha clasificado con el taxon mas

especifico
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10. Anexos

10.4 Anexo suplementario capitulo 6
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Secuencias

Figura S6.1. Curvas de rarefaccion de las sub muestras utilizadas para el analisis de B-diversidad de las poblaciones bacterianas. Las muestras se identifican mediante un
codigo de 5 caracteres. La primera letra del cddigo indica que pertenecen al bacterioma (B); la segunda, la procedencia del suelo, C: Castella o H: Hidalgo; la tercera, la
variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o ausencia de indculo T: con Trichoderma, N: Sin Trichoderma; y el nimero es

la réplica procedimental.
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10. Anexos
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Figura S6.2 Curvas de rarefaccion de las sub muestras utilizadas para el analisis de B-diversidad de las poblaciones fungicas. Las muestras se identifican mediante un cédigo
de 5 caracteres. La primera letra del cddigo indica que pertenecen al micobioma (F); la segunda, la procedencia del suelo, C: Castella o H: Hidalgo; |a tercera, la variedad de
tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta); la cuarta, la presencia o ausencia de indculo T: con Trichoderma, N: Sin Trichoderma; y el nimero es la réplica

procedimental.
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Tabla S6.1 Afiliacion filogenética, a nivel de género, de las secuencias bacterianas representativas y

numero de secuencias para cada tipo de suelo, segun el algoritmo LEfSe.

Filo Género®* Castella Hidalgo
Acidobacteria sin clasificar 0 3666
Gpl10 0 2196
Gpl6 0 1901
Acidobacteria Gp3 31542 | 2101
Gp4 25230 14199
Gp6 25012 11509
Gp7 1887 1999
Gp9 760 0
Aciditerrimonas 0 674
Actinobacteria sin clasificar 37082 9693
Actinomycetales sin clasificar 2233 4487
Actinophytocola 0 2467
Actinoplanes 0 1601
Aeromicrobium 4137 0
Agromyces 6769 5276
Arthrobacter 11027 2454
Blastococcus 0 4250
Geodermatophilaceae sin clasificar 2671 0
Glycomyces 0 4157
Jiangella 2422 0
. . Microbacteriaceae sin clasificar 1557 0
Actinobacteria . ) o
Micromonosporaceae sin clasificar 0 2014
Mycobacterium 5419 0
Nocardioidaceae sin clasificar 21744 0
Nocardioides 0 4275
Phycicoccus 1238 0
Planobispora 0 2111
Promicromonospora 0 5899
Pseudonocardiaceae sin clasificar 3161 0
Rubrobacter 0 22146
Solirubrobacter 14093 0
Solirubrobacterales sin clasificar 2533 0
Streptomyces 13277 0
Thermomonosporaceae sin clasificar 0 2843
Armatimonadetes Armatimonadetes gp5 1630 8631
Bacteria sin clasificar Bacteria sin clasificar 111188 175858
Adhaeribacter 6643 0
Algoriphagus 0 6251
Bacteroidetes sin clasificar 8625 44290
Chitinophaga 0 3294
Chitinophagaceae sin clasificar 14729 13913
. Cryomorphaceae sin clasificar 0 1876
Bacteroidetes S
Emticicia 1183 0
Flammeovirgaceae sin clasificar 6279 3573
Flavisolibacter 1753 0
Flavobacteriaceae sin clasificar 41360 15413
Flavobacteriales sin clasificar 0 677
Flavobacterium 0 1057
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Tabla S6.1 continuacion

Filo Género* Castella Hidalgo
Fluviicola 854 0
Lacibacter 2833 1774
Ohtaekwangia 1237 35198
Pedobacter 5097 0
Pontibacter 81237 0
Rhodocytophaga 1020 0
Bacteroidetes Rhodothermaceae sin clasificar 0 1274
Salegentibacter 0 3280
Salinimicrobium 0 1216
Salisaeta 0 2922
Sphingobacteriaceae sin clasificar 1616 0
Sphingobacteriales sin clasificar 8202 1457
Terrimonas 0 7182
Chloroflexi Chloroflexi sin clasificar 0 3225
Deinococcus-Thermus Truepera 0 1094
Bacillaceae 1 sin clasificar 14660 4916
Bacillaceae 2 sin clasificar 11990 689
Bacillales sin clasificar 33873 1139
Gracilibacillus 2442 0
Firmicutes Paenibacillus 2594 0
Pasteuria 0 2177
Planococcaceae 611 0
Sporolactobacillaceae 4178 0
Thermoactinomyces 1194 0
Gemmatimonadetes Gemmatimonas 7771 17794
Nitrospira Nitrospira 12514 7747
Planctomyces 1536 0
Planctomycetes . o
Planctomycetaceae sin clasificar 10021 1353
Alcaligenaceae sin clasificar 1169 0
Alphaproteobacteria sin clasificar 42893 11568
Alteromonadaceae sin clasificar 2414 0
Arenimonas 0 4009
Asticcacaulis 1904 0
Aurantimonadaceae sin clasificar 0 2950
Azoarcus 0 1055
Betaproteobacteria sin clasificar 2872 100512
Brevundimonas 2339 0
Burkholderiales sin clasificar 0 6446
Proteobacteria Comamonadaceae sin clasificar 0 1745
Corallococcus 4991 0
Cystobacteraceae sin clasificar 0 2895
Deltaproteobacteria sin clasificar 1416 1699
Desulfuromonadales sin clasificar 0 1126
Devosia 4946 3830
Duganella 0 3694
Enhygromyxa 0 1913
Ensifer 3974 0
Erythrobacter 0 3161
Erythrobacteraceae sin clasificar 3639 16046
Gammaproteobacteria sin clasificar 14830 47355
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Tabla S6.1 continuacion

Filo Género* Castella Hidalgo
Geminicoccus 1157 0
Geobacter 0 6606
Halomonas 0 17427
Hydrogenophaga 0 18448
Hyphomicrobiaceae sin clasificar 7012 0
Kofleria 0 14634
Luteimonas 5938 0
Lysobacter 25069 2149
Marinobacter 0 10970
Massilia 9465 0
Methylobacillus 0 7552
Methylophaga 0 6649
Microvirga 6105 0
Myxococcales sin clasificar 5850 13093
Myxococcus 1264 0
Novosphingobium 3934 0
Oxalobacteraceae sin clasificar 12131 0
Pelagibius 0 2193
Peredibacter 8004 0
Phenylobacterium 4207 0
Proteobacteria Polyangiaceae sin clasificar 0 1094
Proteobacteria sin clasificar 842 26926
Pseudomonadaceaessin clasificar 1940 0
Pseudomonas 8653 0
Pseudoxanthomonas 2257 0
Pusillimonas 2406 0
Rheinheimera 0 8474
Rhizobiaceae sin clasificar 3240 0
Rhizobiales sin clasificar 17590 3955
Rhizobium 1756 4664
Rhodobacteraceae sin clasificar 0 1840
Rhodoplanes 0 1156
Rhodospirillales sin clasificar 11087 6189
Salinicola 0 761
Serpens 0 821
Skermanella 2136 0
Sphingobium 8036 8695
Sphingomonadaceae sin clasificar 18363 8632
Sphingomonas 33216 0
Steroidobacter 39070 25351
Xanthomonadaceae sin clasificar 1943 12678
3 genus incertae sedis 19440 5776
Haloferula 0 1981
Luteolibacter 4010 4729
) ) Opitutus 1458 3885
Verrucomicrobia Pelagicoccus 0 611
Prosthecobacter 840 0
Verrucomicrobia sin clasificar 1851 0
Verrucomicrobiaceae sin clasificar 2288 0

*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas
especifico
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Tabla S6.2 Afiliacion filogenética, a nivel de género, de las secuencias bacterianas representativas y

numero de copias, para cada variedad de tomatera, segun el algoritmo LEfSe.

Filo Género* Iniciales Resistente Susceptible
Gplo 195 0 0
Acidobacteria Gp4 0 14997 0
Gp7 0 6475 0
Acidimicrobiales sin clasificar 775 0 0
Actinomadura 244 0 0
Actinomycetales sin clasificar 9525 0 0
Aeromicrobium 397 0 0
. . Kribbella 332 0 0
Actinobacteria Nocardioidaceae sin clasificar 1008 0 0
Nocardioides 1328 0 0
Nocardiopsis 439 0 0
Promicromonosporaceae sin clasificar 1446 0 0
Streptomycetaceae sin clasificar 409 0 0
Armatimonadetes Gp4 0 0 851
Bacteria sin clasificar Bacteria sin clasificar 2158 3874 14219
Adhaeribacter 5658 0 0
Algoriphagus 595 0 0
Bacteroidetes sin clasificar 419 1007 2393
Chitinophagaceae sin clasificar 0 3265 0
Chitinophagaceae sin clasificar 0 0 3068
Dyadobacter 0 2385 0
Flammeovirgaceae sin clasificar 645 0 0
Flavobacteriaceae sin clasificar 9403 0 516
Bacteroidetes Flavobacterium 277 0 4365
Fluviicola 0 0 942
Gracilimonas 157 0 0
Ohtaekwangia 3017 0 0
Pedobacter 1227 0 0
Salisaeta 0 0 2493
Saprospiraceae sin clasificar 0 623 0
Sediminibacterium 0 0 701
Sphingobacteriaceae sin clasificar 2885 802 0
Firmicutes Oceanobacillus 428 0 0
Gemmatimonadetes Gemmatimonas 0 2892 0
Planctomycetaceae sin clasificar 0 0 2572
Planctomycetes . .
Planctomycetes sin clasificar 0 0 1903
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Tabla S6.2 Continuacion

Filo Género* Iniciales Resistente Susceptible
Acinetobacter 203 0 0
Azoarcus 0 0 1269
Betaproteobacteria sin clasificar 0 0 39922
Brucellaceae sin clasificar 181 0 0
Cellvibrio 0 38481 0
Comamonadaceae sin clasificar 0 9979 0
Cronobacter 225 0 0
Cystobacteraceae sin clasificar 0 975 942
Deltaproteobacteria sin clasificar 0 0 932
Enterobacteriaceae sin clasificar 1867 0 0
Gammaproteobacteria sin clasificar 260 0 2195
Hydrogenophaga 0 0 15277
Lysobacter 664 0 0
' Methylophilus 0 1303 0
Proteobacteria Myxococcales sin clasificar 356 0 0
Myxococcales sin clasificar 0 0 2704
Nannocystis 0 1867 0
Pantoea 1256 0 0
Proteobacteria sin clasificar 0 4694 0
Pseudoalteromonas 218 0 0
Pseudomonas 607 0 0
Pseudoxanthomonas 0 4888 0
Rheinheimera 0 1074 1184
Rhizobium 289 0 0
Rhodospirillales sin clasificar 0 0 1896
Sphingobium 0 7824 0
Sphingomonas 0 32602 0
Xanthomonadaceae sin clasificar 0 1656 0
Incertae sedis 0 0 23853
Haloferula 0 0 1812
Verrucomicrobia Opitutaceae sin clasificar 0 0 1203
Opitutus 0 0 1497
Verrucomicrobiaceae sin clasificar 0 2192 0

*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas
especifico
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Tabla S6.3 Numero de copias representativas cuando se compara la presencia o ausencia de

Trichoderma en cada serie de macetas, segun el algoritmo LEfse.

. . Con Trichoderma Sin Trichoderma
Filo Género
BCR BCS BHR BHS BCR BCS BHR BHS
Acidobacteria sin clasificar 0 0 674 0 0 0 0 0
Gp10 0 0 0 0 0 0 0 818
Gp3 1247 0 0 0 0 0 0 0
Acidobacteria Gp4 2093 0 0 455 1247 2076 0 2363
Gp5 606 0 0 0 0 0 0 0
Gp6 4929 5544 0 0 0 0 840 4188
Gp7 0 348 0 0 1483 0 0 0
Actinobacteria sin clasificar 1406 0 506 0 1297 607 0 0
Actinomadura 2310 0 0 0 0 0 0 0
Actinomycetales sin clasificar 278 0 0 0 460 0 0 940
Actinoplanes 0 0 0 207 0 0 0 586
Agromyces 891 0 0 0 0 0 0 0
Arthrobacter 3290 0 0 510 0 0 0 896
Blastococcus 0 0 0 0 0 0 276 0
Geodermatophilaceaesin clasificar 582 0 0 0 0 0 0 0
Intrasporangiaceaessin clasificar 0 0 0 842 0 0 711 0
. . Micrococcaceae sin clasificar 401 0 0 0 0 0 0 0
Actinobacteria 5 . .
Micromonosporaceae sin clasificar 408 0 0 0 0 0 0] 0
Nocardioides 0 0 0 0 593 0 0 0
Planobispora 0 0 0 0 0 0 0 865
Promicromonospora 0 0 0 0 0 0 1056 0
Pseudonocardiaceae sin clasificar 0 0 0 0 0 0 584 0
Rubrobacter 2597 0 0 0 0 0 0 0
Solirubrobacterales sin clasificar 546 0 0 0 0 0 0 0
Streptomycetaceae sin clasificar 1955 0 0 0 0 4293 0 0
Thermomonosporaceae sin clasificar 0 0 0 0 0 0 0 1544
Virgisporangium 974 0 0 0 0 0 0 0
Armatimonadetes Armatimonadetes gp5 0 0 0 0 551 0 0 0
Bacteria sin clasificar Bacteria sin clasificar 19562 10868 9728 18755 3338 1725 9025 1474
Adhaeribacter 0 0 0 0 1142 0 3625 4069
Algoriphagus 0 0 0 0 526 0 0 682
Aureispira 0 0 0 372 0 0 0 0
Bacteroidetes sin clasificar 226 0 2727 3743 2818 1945 282 0
Chitinophaga 0 0 0 0 0 0 0 238
Chitinophagaceae sin clasificar 0 0 1741 0 5637 2436 308 1910
Chryseobacterium 0 0 0 0 147 0 0 0
Cryomorphaceae sin clasificar 205 0 0 0 0 0 0 0
Cytophagaceae sin clasificar 0 0 0 0 0 0 0 154
Dyadobacter 0 0 0 0 798 0 0 0
Flammeovirgaceaessin clasificar 0 0 853 0 348 2477 0 3812
Flavisolibacter 0 0 0 0 1350 419 0 0
Flavobacteriaceae sin clasificar 0 0 7988 720 12608 3889 0 1290
Bacteroidetes Flavobacterium 136 0 1990 1425 2474 180 5420 0
Fluviicola 0 0 0 560 0 0 0 0
Gracilimonas 0 0 2002 0 0 349 0 0
Lacibacter 0 0 0 0 206 0 0 0
Niastella 0 0 0 0 0 139 0 0
Ohtaekwangia* 769 0 0 0 3168 12074 7173 10674
Owenweeksia 0 0 0 0 226 0 0 0
Pedobacter 0 0 0 0 4864 265 0 0
Pontibacter 0 0 0 0 2453 7109 0 5468
Salinimicrobium 0 0 1993 0 0 249 0 0
Salisaeta 0 0 785 0 0 0 0 0
Sphingobacteriaceae sin clasificar 0 0 0 0 678 0 0 0
Sphingobacteriales sin clasificar 0 221 236 0 657 636 0 664
Terrimonas 0 0 0 0 0 936 0 0
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Tabla S6.3 Continuacion

. . Con Trichoderma Sin Trichoderma
Filo GENEIO T
BCR BCS BHR BHS BCR BCS BHR BHS
Chlamydiae Parachlamydiaceaesin clasificar 0 0 0 0 0 0 199 0
Bacillaceae 1 sin clasificar 1027 0 0 0 0 0 0 0
Bacillaceae 2 sin clasificar 2490 0 342 0 3068 0 0 0
Bacillales sin clasificar 8557 0 0 0 0 0 0 183
Brevibacillus 299 0 0 0 0 0 0 0
Clostridiales sin clasificar 0 0 0 732 0 0 0
Clostridium sensu stricto 0 0 0 595 0 0 0
Gracilibacillus 0 673 0 0 0 0 0 0
Halobacillus 0 0 0 0 720 0 0
o Oceanobacillus 820 0 0 0 0 0 0 0
Firmicutes Paenibacillus 0 0o o0 o 0 337 0 0
Pasteuria 441 0 0 0 0 258 0 0
Peptostreptococcaceaessin clasificar 511 0 0 0 0 0 0 0
Planococcaceaessin clasificar 1420 0 0 0 0 0 0 0
Sporolactobacillaceae incertae sedis 0 0 0 0 1258 0 0 0
Sporomusa 0 0 0 0 353 0 0 0
Sporosarcina 0 0 0 0 14358 0 0 0
Veillonellaceae genus incertae sedis 0 0 0 0 255 0 0 0
Virgibacillus 0 0 0 0 0 599 0 0
Gemmatimonadetes Gemmatimonas 0 0 0 0 876 0 0 0
Nitrospira Nitrospira 3900 3992 O 0 0 0 0 0
0OD1 0OD1 genus incertae sedis 0 0 203 0 0 0 0 0
Proteobacteria Alphaproteobacteria sin clasificar 5240 0 991 825 683 365 1311 O
Alteromonadaceae sin clasificar 0 0 0 0 516 0 0 0
Amaricoccus 427 0 0 0 0 0 0 0
Arenimonas 0 404 0 0 0 0 0 0
Asticcacaulis 0 0 0 0 0 361 0 0
Azospira 0 0 0 308 0 0 0 0
Azospirillum 0 0 372 0 720 0 0 0
Azotobacter 0 468 0 0 0 511 0
Bacteriovorax 0 0 0 0 0 256 0 0
Bdellovibrio 0 0 0 0 0 166 0 0
Betaproteobacteria sin clasificar 1522 6186 297 8518 2719 0 1908 1126
Brevundimonas 0 0 0 0 192 0 0 0
Burkholderiales sin clasificar 603 0 0 0 275 428 0 0
Cellvibrio 0 0 0 0 292 3601 O 0
Chondromyces 0 0 0 0 0 0 551 0
Comamonadaceae sin clasificar 0 0 0 220 3317 0 0 0
Corallococcus 0 0 0 0 0 0 1172 1056
Cystobacter 298 0 0 0 0 0 0 0
Dechloromonas 0 0 0 280 0 0 0 0
Deltaproteobacteria sin clasificar 625 0 0 0 0 0 408 0
Desulfovibrio 0 0 0 0 190 0 0 0
Desulfuromonadales sin clasificar 0 0 0 0 300 0 0 0
Devosia 0 0 0 0 0 0 313 0
Erythrobacter 0 0 0 0 0 0 0 2104
Erythrobacteraceae sin clasificar 0 0 0 5111 0 0 0 0
Gammaproteobacteria sin clasificar 4222 2783 4991 14142 3535 1696 3185 O
Geobacter 0 0 0 0 991 0 0 0
Hydrogenophaga 0 0 0 0 1959 0 0 0
Hyphomicrobiaceae sin clasificar 2088 288 0 0 0 0 876 0
Hyphomicrobium 0 0 0 0 0 0 618 0
Inhella 0 0 0 0 168 0 618 0
Luteimonas 0 0 1408 0 1316 0 0 0
Lysobacter 0 0 1030 0 2481 0 0 0
Magnetospirillum 0 0 0 0 191 0 0 0
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Tabla S6.3 Continuacion

. . Con Trichoderma Sin Trichoderma
Filo Género
BCR BCS BHR BHS BCR BCS BHR BHS
Mesorhizobium 0 0 0 0 0 225 0 0
Methylobacillus 0 0 0 3120 570 0 0 0
Methylophilaceae sin clasificar 0 0 554 0 0 0 0 0
Methylophilus 0 0 0 0 338 0 0 0
Myxococcales sin clasificar 0 479 0 446 179 0 0 0
Oxalobacteraceae sin clasificar 0 0 0 0 3161 0 0 0
Pelagibius 0 0 546 0 0 0 0 0
Peredibacter 0 0 850 276 1112 0 0 0
Phyllobacteriaceae sin clasificar 0 0 0 0 0 261 0 0
Polyangiaceae sin clasificar 149 0 0 0 0 0 0 0
Porphyrobacter 0 0 0 0 532 0 0 0
Proteobacteria sin clasificar 2513 0 2605 626 223 297 705 409
Pseudomonas 0 0 0 0 0 52158 O 0
Pseudorhodoferax 0 0 0 0 535 0 0 0
Rheinheimera 0 217 1528 409 338 0 0 0
Rhizobiales sin clasificar 5756 2936 607 0 0 2159 0 0
Rhodanobacter 0 0 0 0 0 188 0 0
Rhodocyclaceae sin clasificar 0 0 0 248 0 0 0 0
Rhodospirillales sin clasificar 2336 0 1986 0 0 0 0 0
Skermanella 1511 0 0 0 0 0 0 0
Sorangium 440 0 0 0 0 0 0 0
Sphingomonadaceaessin clasificar 1211 5106 0 0 1060 0 1910 4086
Sphingomonas 0 0 0 0 3005 0 0 0
Sphingopyxis 0 0 0 0 348 0 0 0
Steroidobacter 9681 0 0 0 0 177 0 0
Vampirovibrio 0 0 0 0 0 0 0 544
Xanthomonadaceae sin clasificar 0 0 549 0 0 542 0 429
Spirochaetes Turneriella 0 0 0 208 0 0 0 0
Verrucomicrobia 3 genus incertae sedis 0 0 0 0 3726 280 0 0
Luteolibacter 0 0 347 0 780 0 0 0
Opitutaceaesin clasificar 0 0 0 0 177 432 0 0
Opitutus 0 212 574 273 1430 605 654 0
Spartobacteria genera incertae sedis 0 0 0 0 0 289 0 0
Verrucomicrobia sin clasificar 0 0 0 594 499 0 352 0
Verrucomicrobiaceae sin clasificar 0 0 0 0 287 0 653 0

*diferencias significativas teniendo en cuenta todas las muestras inoculadas con Trichoderma y todas las
muestras sin indculo.

*en los casos en los que no ha sido posible determinar el género se ha clasificado con el taxén mas
especifico

Las muestras se identifican mediante un cddigo de 3 caracteres. La primera letra del cédigo indica que
pertenecen al bacterioma (B); la segunda, la procedencia del suelo, C: Castella o H: Hidalgo y la tercera,
la variedad de tomatera, R: resistente (Monika) o S: susceptible (Durinta).
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