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Resumen

Los efectos de las diferentes condiciones climéaticas, como la variabilidad de las precipitaciones, y los
métodos de gestion agricola empleados, repercuten en el suelo, en sus condiciones geoldgicas, quimicas y en
las comunidades microbianas que alli residen. La agricultura es uno de los principales factores que influyen
en la biodiversidad en Europa, y el uso del suelo y las précticas agricolas, pueden tener un impacto positivo o
negativo en la agrobiodiversidad. Diferentes tipos de gestion agricola, pueden alterar de diferente forma las
comunidades microbianas, y en consecuencia, se pueden establecer interacciones potencialmente
beneficiosas para la agricultura.

El objetivo de este estudio fue identificar la diversidad fangica en diferentes suelos agricolas,
correlacionandola con las diferentes condiciones climaticas y edaficas presentes en las diferentes areas
europeas y con el tipo de manejo aplicado. Se analizaron diferentes muestras de suelo de fincas dedicadas a
la produccion de trigo en tres zonas pedoclimaticas europeas diferentes (Boreal, Atlantica Central y
Mediterranea Sur), siguiendo una direccion Norte-Sur. Cada muestra consistio en 10 submuestras
recolectadas a una profundidad de 0-25 cm, obteniendo asi un total de 60 muestras de suelo (2 parcelas x 10
fincas x 3 regiones pedoclimaticas). Las muestras de suelo se separaron en dos alicuotas, una para analisis
fisico-quimico (almacenada a temperatura ambiente) y la otra para analisis bioldgico (almacenada a -20 °C).

Tras la aplicacion de los protocolos de extraccion, amplificacion y secuenciacion, se analiz6 la
diversidad fangica y su relacion con las areas pedoclimaticas y con los métodos de manejo considerados
(convencional y ecoldgico), a través del uso de herramientas estadisticas y bioinformaticas.

Los resultados obtenidos en este estudio, indicaron que la diversidad fangica no fue estadisticamente
significativa entre los dos diferentes tipos de manejo, pero que esta diversidad fue significativa entre las tres
zonas pedoclimaticas, en particular fue igual o similar entre el area boreal y atlantica, mientras que resultd
claramente diferente en el area mediterranea. Ademas, también observamos que la diversidad flngica esta
estrictamente correlacionada con las zonas climaticas consideradas y mayormente afectada por la latitud, la

temperatura, la humedad, el pH, la materia organica y el nitrégeno.



Abstract

The effects of different climatic conditions, the variability of rainfall and management methods applied
have repercussions on the soil, on its biogeochemical conditions and on the resident microbial. Furthermore,
agriculture is one of the main factors influencing biodiversity in Europe, and land use and agricultural
practices may have a positive or negative impact on agrobiodiversity.

Agricultural management practices, may alter soil microbial communities. As a result, potentially
beneficial interactions for agriculture, coulb be established.

The objective of this study was to identify the fungal diversity in different agricultural soils, correlating
them with the different climatic and edaphic conditions present in the different European areas and the type
of management applied. Different soil samples were analysed from wheat-producing farms in three different
European soil and climate zones (Boreal, Central Atlantic and Southern Mediterranean) in a North-South
direction. Each sample consisted of 10 subsamples collected at a depth of 0-25 cm, thus obtaining a total of
60 soil samples (2 plots x 10 farms x 3 pedoclimatic regions). The soil samples were separated into two
aliquots, one for physico-chemical analysis (stored at room temperature) and the other for biological analysis
(stored at -20 ° C).

After DNA extraction, amplification and sequencing, fungal diversity and its relationship with
pedoclimatic areas and with the management methods considered (conventional and ecological) were
analyzed by the use of statistical and bioinformatics tools.

In this study, we obtained that the fungal diversity was not statistically significant between the two
different management practices, but that this diversity was significantly different between the three
pedoclimatic zones. Particularly, it was the similar between the Boreal and Atlantic areas, while it was
clearly different in the Mediterranean area.

In addition, we also observed that fungal diversity was strictly correlated with the climatic zones

considered, mainly affected by latitude, temperature, humidity, pH, organic matter and nitrogen.



1. Introduccion

1.1  Biodiversidad del suelo

El suelo es una de las principales reservas de diversidad bioldgica de nuestro planeta y es un hébitat
formado por organismos vivos, minerales, materia organica, aire y agua, que realiza numerosos servicios
ambientales, sociales y econémicos, que son fundamentales para la vida. Entre los minerales mas comunes
gue se encuentran en el suelo y que estimulan el crecimiento de las plantas se encuentran el fosforo, el
potasio y el nitrégeno gaseoso, mientras que otros minerales menos comunes son el calcio, el magnesio y el
azufre (National Geographic Society, 2020). El suelo realiza diversas funciones como suministrar agua y
nutrientes a las plantas, garantizar el abastecimiento de agua mediante su almacenamiento, Yy la
transformacion de contaminantes. Normalmente, los suelos estan condicionados por el clima, la altitud, el
material de origen, su uso, y su biodiversidad (Tilburg 2012).

Segun el Convenio de las Naciones Unidas sobre la Diversidad Bioldgica (CDB), la biodiversidad se
define como la variacion de la vida de genes a especies, comunidades, ecosistemas y paisajes.Por lo tanto, la
biodiversidad se refiere a toda la variedad de formas de vida en la tierra tales como las plantas, los animales,
los microorganismos, los genes que contienen, y el ecosistema que forman (United Nations 1992). De hecho,
la biodiversidad también incluye diferencias genéticas dentro de cada especie, por ejemplo, entre
cromosomas, genes y ADN que determinan la unicidad de cada individuo y cada especie. En general, la
biodiversidad se considera en tres niveles principales:

o diversidad genética, o la variedad de informacion genética contenida dentro de una especie 0

poblacion;

o diversidad de especies, es decir, la variedad de especies u organismos vivos medida en términos

de riqueza de especies y se refiere al recuento total de especies en un area definida;

e abundancia de especies, que se refiere a los nimeros relativos entre especies (Rawat y Agarwal

2016).

Esta biodiversidad oculta en el subsuelo es el motor de los procesos naturales que regulan la
descomposicion de la materia organica en el suelo, el ciclo del carbono y otros nutrientes, la regulacion de
enfermedades, y la formacion de la estructura del suelo. Los diferentes grupos de organismos del suelo
varian desde organismos microscopicos, como bacterias, hongos y protozoos, hasta meso y macrofauna,
como &caros, nematodos y lombrices de tierra (Fig. 1) (Orgiazzi et al. 2016).

La cantidad total de organismos presentes en el suelo en una hectarea de tierra agricola depende del
tipo de suelo, de su pH, del contenido de materia organica, de las condiciones climaticas, del tipo de cultivo
y el manejo, y, generalmente, puede variar de 2 a 5 toneladas por hectarea (Tilburg 2012). Un metro
cuadrado de suelo suele albergar una poblacién de aproximadamente 200.000 artropodos y miles de millones
de microbios. Una hectéarea de suelo de alta calidad contiene por término medio 1.300 kg de gusanos, 1.000
kg de artrépodos, 3.000 kg de bacterias, 4.000 kg de hongos y una elevada biomasa y necromasa vegetal
(Pimentel et al. 1995). La biomasa bacteriana puede ascender a 1-2 toneladas por hectarea en praderas



templadas, mieyun metro cuadrado de pradera generalmente puede contener hasta varios kildmetros de hifas

de hongos (Orgiazzi et al. 2016).

A simplified soil food web
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Figura 1. Red alimentaria del suelo (Orgiazzi et al. 2016).
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A traveés de estudios basados en técnicas tradicionales de cultivo, pero también en métodos moleculares
directos basados en el analisis de las librerias 16S ARNr, fue posible identificar los organismos procariéticos
gue normalmente se encuentran en el suelo (Garbeva y Van Elsas 2004). Estos organismos son tanto
bacterias grampositivas (como por ejemplo Clostridium spp., Bacillus spp., Arthrobacter spp.,
Brevibacterium spp., Corynebacterium spp.), y gramnegativas como diferentes subgrupos de proteobacterias
(Pseudomonas spp., Serratia spp., Enterobacterium spp. y Rhizobium spp.), y el grupo de
Cytophaga/Flavobacteria/Bacterioides (CFB).

Respecto a los hongos, algunos taxones fungicos, como los basidiomicetos saprofitos y las micorrizas
arbuscolares pertenecientes al orden de los Glomales, resultan dificiles de cultivar sobre sustratos artificiales,
por eso, en varias investigaciones sobre la diversidad de hongos en el suelo se han adoptado técnicas
moleculares basadas en el gen 18S ARNr (Marcial Gomes et al. 2003). De hecho, Gomes y sus
colaboradores, mediante la utilizacion de bibliotecas del gen 185 ARNr, han logrado identificar diferentes
tipos de hongos como Ascomycota (Pleosporales, Hypocreales, Sordariales y Eurotiales), Basidiomycota
(Filobasidiales y Sporidiales) y Zygomycota (Mucorales). En particular, los hongos ocupan un reino
taxonémico distinto, separados de los procariotas, plantas y animales, estan presentes en la mayoria de los
suelos y pueden formar la mayor parte de la biomasa subterranea, especialmente en suelos ricos en materia
organica. Los hongos juegan un papel importante porque son altamente plasticos y adaptables a condiciones
desfavorables o favorables (Sun et al. 2005). Ademas, tienen la capacidad de producir una amplia variedad
de enzimas extracelulares y pueden descomponer todo tipo de materia organica y diferentes componentes del
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suelo, convirtiendo la materia organica muerta en biomasa, dioxido de carbono y &cidos organicos y, por lo
tanto, actian como reguladores del balance de carbono y de otros nutrientes (Ziféékové et al. 2016), a la vez
que tienen la capacidad de actuar como un biosorbente efectivo de metales toxicos como cadmio, cobre,
mercurio, plomo y zinc (Baldrian 2003). Los hongos participan en la fijacion de nitrégeno, la produccién de
hormonas, el control biol6gico contra los patdgenos de las raices y en la proteccion contra la sequia (Jayne y
Quigley 2014; Baum, El-Tohamy y Gruda 2015; El-Komy et al. 2015). Las poblaciones de hongos presentes
en los diferentes tipos de suelo estan estrechamente relacionadas con la diversidad y composicién de la
comunidad de plantas y, a su vez, influyen en el crecimiento de las plantas a través del mutualismo, la
patogenicidad y sus efectos sobre la disponibilidad de nutrientes y el ciclo de nutrientes (Wardle 2013; Wagg
et al. 2014; Hannula et al. 2017).

Los hongos del suelo se pueden clasificar en tres grupos funcionales:

e Controladores bioldgicos capaces de regular enfermedades, plagas y crecimiento de otros
organismos (Bagyaraj, D. J. y Ashwin 2017);

e Reguladores de los ecosistemas responsables de la formacion de la estructura del suelo y la
modificacion de habitats para otros organismos, regulando la dindmica de los procesos fisioldgicos
del suelo;

e Descomponedores de la materia organica y transformadores de compuestos (Swift 2005; Gardi, C. y
Jeffery 2009).

Algunos grupos de hongos o bacterias forman asociaciones intimas con las raices de las plantas para
beneficio mutuo, en este caso satisfacen sus necesidades de energia al obtener carbohidratos de las plantas.
El microorganismo involucrado ayuda a las plantas a absorber el fésforo del suelo, (hongos micorricicos), a
fijar el nitrogeno de la atmosfera (bacterias que viven en simbiosis con las raices de las leguminosas) o a
proteger las raices de patogenos (Tilburg 2012).

Los hongos micorricicos estan muy extendidos y forman asociaciones simbidticas con las raices de
aproximadamente el 80% de las especies de plantas terrestres. Los grupos mas abundantes de hongos
micorricicos son las micorrizas arbusculares (AM), las ectomicorrizas (EM) y las micorrizas ericoides
(ERM). En particular, los hongos micorricicos arbusculares (AMF) se han considerado como la clase mas
importante de microorganismos beneficiosos en suelos agricolas y horticolas (Smith y Read 2008).

En general, los efectos encontrados en la mayoria de los experimentos sobre la simbiosis de AMF
incluyen: mejora del enraizamiento y desarrollo de las plantas, estimulacién del ciclo nutricional, mejora de
la estructura del suelo, tolerancia de las plantas al estrés, mayor absorcion de iones de baja movilidad y
mejora de la diversidad de las comunidades vegetales (Azcon-Aguilar y Barea 1997). Se encontré un
ejemplo en un caso de estudio, en el que la inoculacién de un hongo micorrizico arbuscular (AMF), influyo
en la expresion de los genes relacionados con la defensa tales como B-1,3-glucanasas, quitinasas y oxalatos
oxidados en trigo infectado con Fusarium oxysporum, detectando mejoras en el crecimiento y en el
rendimiento y la expresion de las B-1,3-glucanasas (Sabbagh et al. 2017). Ademas, se ha descubierto que las

enfermedades de las plantas cultivadas pueden ser controladas por algunos hongos antagonistas como



Glomus sp. o Trichoderma sp. (Dawidziuk, A.et al. 2016). Por otro lado, varios estudios han demostrado
como la aplicacion de inoculaciones de microorganismos fangicos puede influir positivamente en la
adquisicion de sustancias y minerales presentes en el suelo y proteger a las plantas del estrés. Por ejemplo, la
aplicacion de Trichoderma harzianum mejora la absorcion de nutrientes esenciales en la mostaza (Brassica
juncea) afectada por el estrés salino, en la que se ha observado una alta actividad antioxidante, acumulacién

de osmolitos y exclusion de NaCl como mecanismos de alivio del estrés (Ahmad et al. 2015).

1.2 Efecto de los factores climaticos, edaficos y de manejo del suelo en la biodiversidad
edafica

La agricultura es uno de los principales factores que influyen en la biodiversidad en Europa ya que
alrededor de la mitad del territorio de la UE esta dedicada a ella. Los agricultores de la UE tienen la tarea de
aumentar la produccion para satisfacer la demanda mundial lo que produce que la agricultura y la
conservacion de la biodiversidad estan a menudo en conflicto. Para resolver este conflicto, se desarrollo el
concepto de agrobiodiversidad funcional (FAB) que utiliza la ciencia y diferentes estrategias para optimizar
la regulacion, el suministro y los servicios de los ecosistemas culturales que son esenciales para el bienestar
humano (Tilburg 2012).

El uso del suelo y las practicas agricolas pueden tener un impacto positivo o negativo en la
agrobiodiversidad. Las medidas que pueden mejorar el impacto de la agricultura en la agrobiodiversidad
estan relacionadas con la mejora de la calidad ambiental (en relacién con el contenido de carbono en el suelo,
los niveles de agua, las concentraciones de nutrientes), el uso racional de pesticidas y productos
farmacéuticos veterinarios, y la lucha contra la fragmentacion del habitat. De hecho, se ha encontrado que la
reduccién de los tratamientos quimicos aumenta la biodiversidad, lo que a su vez influye positivamente en la
estructura, captura y liberacién de nutrientes en el suelo (Tilburg 2012).

La biodiversidad del suelo agricola puede interactuar con el paisaje circundante y sufrir sus efectos.
Por ejemplo, se ha demostrado que el arado tiene un efecto perjudicial en las poblaciones de algunas especies
de lombrices de tierra y que puede llevar varios afios restablecer las poblaciones iniciales de estas especies
(Capowiez et al. 2009, Ernst y Emmerling 2009). Por lo tanto, se puede deducir que la reduccion del uso del
arado puede tener efectos beneficiosos sobre la estructura del suelo y la dinamica de los nutrientes, siempre
que haya suficiente materia organica como fuente de alimento para la biota del suelo (Tilburg 2012).

A partir de un estudio en el que se examind el papel de los microorganismos del suelo en la
supresion de las enfermedades de las plantas y las posibles limitaciones en la restauracion de la poblacion
microbiana, se descubrié que la esterilizacion del suelo y la eliminacion de organismos nativos puede
aumentar la susceptibilidad de las plantas a las enfermedades, por lo tanto, deben evitarse las practicas
nocivas de manejo del suelo agricola, como la fumigacion y los tratamientos térmicos (Thuerig et al. 2009).

Las tasas de crecimiento y la actividad son caracteristicas individuales de las comunidades
microbianas y pueden variar de forma independiente, esto significa que las condiciones climaticas que
favorecen un alto nivel de actividad microbiana no siempre facilitan un alto crecimiento microbiano y un

aumento de la biomasa asociada. En general, un aumento en la temperatura atmosférica corresponde a un
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aumento en la actividad microbiana, por lo tanto, el crecimiento y la actividad microbiana generalmente
disminuyen en el periodo de invierno, debido a la disminucién de la temperatura. Sin embargo, estas
dindmicas estacionales esperadas pueden cambiar en ecosistemas especificos del suelo, por ejemplo en los
suelos de la tundra, la biomasa microbiana esta en su punto maximo a fines del invierno cuando la
temperatura es baja (Schadt et al. 2003).

La humedad del suelo, la frecuencia de los ciclos himedo/seco, de congelacién/descongelacion vy el
pH, pueden modificar la agregacién del suelo y tener un impacto potencial en la disponibilidad de materia
organica y, en consecuencia, en la estructura y actividad de la comunidad microbiana. De hecho, las
alteraciones pueden conducir a desplazamientos de la comunidad del suelo, la alteracion de la actividad
metabdlica en los microorganismos involucrados en el ciclo de nutrientes, y al aumento o disminucion de la
supervivencia y virulencia de microorganismos patogenos mediados por el suelo como Salmonella
typhimurium (Mandal y Sathyaseelan 2012).

En este sentido, unmetanalisis ha confirmado que el aumento de las precipitaciones favorece el
componente fangico del suelo, mientras que el enriquecimiento de CO, favorece el componente bacteriano
(Blankinship, Niklaus y Hungate 2011).

Los cambios en la humedad pueden afectar la composicion y funcion de la comunidad microbiana en
el suelo debido a las diferencias en la tolerancia a la sequia entre los grupos taxondmicos y funcionales de
microorganismos (Gray et al. 2011). Por ejemplo, los hongos pueden sobrevivir al estrés por sequia mejor
que las bacterias gracias a su capacidad de crecer a potenciales matricos mas bajos (Schnirer et al. 1986;
Nakas y Klein 1979).

Ademas de los parametros mencionados anteriormente, el pH y la materia organica del suelo (SOM)
son los dos factores mas importantes para modelar la comunidad microbiana del suelo (Qi et al. 2018). Estos
dos factores tienen un efecto sinérgico (Yun et al. 2016), como se demostré en una investigacion en la que el
valor del pH del suelo aumenta después de la adicién de sustancias organicas pirogénicas (PyOM) (Dai et al.
2016). Especificamente, en un estudio se descubrié que con la disminucién del pH, el catabolismo de
sustancias organicas de bajo peso molecular como la cisteina y el &cido aspartico disminuye, mientras que la
de la lisina y la arginina aumenta y la estructura genética de las comunidades bacterianas en el suelo esta
fuertemente correlacionada con el pH, mientras que el de los hongos con el pH y el porcentaje de arena
(Wakelin et al. 2008). En particular, los hongos tienen una mayor resistencia a las perturbaciones
ambientales que las bacterias y, por lo tanto, probablemente se adapten facilmente a los cambios ambientales
como por ejemplo, el cambio de acidez (Clark 1997).

Finalmente, los cambios en los pardmetros climaticos, como la concentraciéon de CO, atmosférico,
temperatura y precipitacion, pueden alterar la abundancia bacteriana y fangica del suelo y se ha demostrado
gue la estructura de la comunidad, especificamente la abundancia de la comunidad fungica esta influenciada
por la temperatura, pero no por la precipitacion o el régimen de CO,, a diferencia de las bacterias (Castro et
al. 2010).



1.3  Caracteristicas de la agricultura convencional y ecoldgica y su interaccion con la
biodiversidad edafica

En todo el mundo, la biodiversidad estd disminuyendo rapidamente debido a muchas presiones
derivadas de las actividades humanas, esto también se aplica a la biodiversidad del subsuelo. La expansion,
la intensificacidn y la mecanizacion de la agricultura se han identificado como las principales causas de la
disminucidn de la biodiversidad del suelo en Europa. Otras amenazas relacionadas con la biodiversidad y la
agricultura incluyen la erosion, la compactacion, la contaminacién, la impermeabilizacion, la salinizacion del
suelo y el cambio climatico (Creamer et al. 2010).

En Europa, la politica agricola comin (PAC) ha llevado a la intensificacion de la agricultura
promoviendo la simplificacion y especializacion de los agroecosistemas al disminuir la heterogeneidad del
paisaje, aumentando el uso de productos quimicos por unidad de superficie y el abandono de zonas menos
fértiles. Todos estos procesos han erosionado la cantidad y calidad del habitat para muchas plantas y
animales, y por lo tanto han reducido la biodiversidad y la abundancia de especies a través de una jerarquia
de niveles tréficos y escalas espaciales en Europa (Emmerson et al. 2016). Esta pérdida de biodiversidad ha
llevado a cambios profundos en el funcionamiento de los agroecosistemas europeos en los Ultimos 50 afios
(Emmerson et al. 2016).

En contraste, la agricultura ecolégica prohibe el uso de insecticidas, herbicidas y fertilizantes
sintéticos y combina las mejores practicas ambientales que deberian preservar un alto nivel de biodiversidad
y recursos haturales, contribuyendo asi al bienestar humano y también se ha encontrado que es mas eficiente
para preservar la diversidad de especies edaficas (Bender, Wagg Yy van der Heijden 2016). De hecho, a partir
de un metanalisis, realizado por Tuck et al. 2014, se descubrié que la agricultura ecoldgica aumenta la
riqueza general de la biodiversidad en aproximadamente un 30%.

Normalmente, los sistemas agricolas convencionales se caracterizan por campos de cultivo méas
amplios y paisajes homogéneos, mientras que los campos ecoldgicos son mas pequefios y se encuentran en
areas remotas con una mayor presencia de habitats naturales a su alrededor (Bengtsson, Ahnstrém y Weibull
2005). Ademas, en la agricultura intensiva, muchas de las funciones proporcionadas por la biota del suelo
han sido reemplazadas por insumos externos no renovables que en si mismos pueden tener un impacto
negativo en la biodiversidad del suelo (Hendrix et al. 1986). Por ejemplo, el uso de productos quimicos
puede tener un impacto negativo en los habitats adyacentes a los campos en los que son aplicados debido a la
lixiviacion de agroguimicos (De Snoo y Van Der Poll 1999).

En los sitemas convencionales, los fertilizantes sintéticos han reemplazado en gran medida los
aportes de materia organica que son la principal fuente de alimento para la biota del suelo y los pesticidas se
aplican para controlar las malas hierbas, plagas y enfermedades, pero a menudo también dafian a los
organismos beneficiosos (Tilburg 2012). Estos organismos deben ser preservados ya que juegan un papel
beneficioso para el suelo y la agricultura en general. Estos organismos pueden ser especies flngicas capaces
de descomponer algunos compuestos organicos que otros organismos no pueden degradar (Edwards y Zak
2011), bacterias involucradas en la fijacion de nitrégeno o en la nitrificacion y hongos que ayudan a las
raices de las plantas a absorber el fésforo (Van Der Heijden y Horton 2009). Las lombrices de tierra también

8



son una especie muy importante, ya que ocupan un papel Unico en la formacién de la estructura del suelo
(Pulleman et al. 2003).

Por esta razén, a lo largo de los afios se ha desarrollado el concepto de intensificacion ecolégica que
combina idealmente los rasgos de ambos sistemas agricolas (convencional y ecoldgico) y conduce a un
sistema sostenible, caracterizado por una vida rica en el suelo y recursos moderados, una alta tasa de
procesos de regulacion interna, bajas pérdidas de nutrientes y alta productividad (Fig. 2) (Bommarco, Kleijn,
y Potts 2013).

Soils and ecological intensification

Intensive system

Extensive system

‘N.___“L *____..-'"

Ecological
Intensification

!

Sustainable system

Low soil biodiversity

High soil biodiversity

High soil biodiversity

Figura 2. Modelo esquematico que aplica el concepto de intensificacion ecoldgica (Bommarco, Kleijn y Potts 2013).

Tras lo descrito anteriormente, parece claro que la combinacion de enfoques biol6gicos con avances
tecnoldgicos de vanguardia como por ejemplo la agricultura de precision para el tratamiento del suelo y de
las malas hierbas (Lal 2015), o la adicion optimizada de nutrientes y agua (Kennedy, Suddick, y Six 2013),
podria servir para minimizar el uso de recursos externos mientras que los rendimientos podrian mantenerse o

incluso aumentarse (Bender, Wagg y van der Heijden 2016).

2. Objetivos e hipotesis

Este estudio se centra en la biodiversidad del suelo, en particular en la diversidad fungica en cultivos
de trigo en tres regiones climéticas de Europa. El objetivo general de este trabajo es ampliar el conocimiento
sobre la diversidad genética fangica del suelo y su dindmica en el cultivo de trigo de tres regiones climaticas
de Europa en funcion del sistema de produccion (convencional y ecoldgico). Todo esto proporcionara una
vision general de la situacion de la biodiversidad del suelo en las regiones estudiadas, en relacion con su
gestion agricola y se desarrollaran las primeras perspectivas sobre posibles alternativas para proteger y / o
mejorar la biodiversidad. Concretamente, a partir de este objetivo general podemos describir los siguientes

objetivos especificos:



e Evaluar la composicion diversidad genética fangica en el suelo de tres regiones climaticas
europeas sujetas al cultivo de trigo.

e Establecer si existen diferencias en la diversidad genética flngica en cuanto al sistema de
produccidn agrario (convencional o ecoldgico).

o Establecer las relaciones entre la diversidad genética fungica del suelo, las caracteristicas
edéficas y factores climaticos.

e Determinar cuéles son los principales factores que condicionan la estrutcura y la diversidad

genética fungica en suelos de cultivos de trigo en Europa.

En este estudio nos trasladamos desde un &rea boreal con un clima microtérmico caracterizado por
inviernos frios y baja evapotranspiracion, a &reas mesotérmicas como el area atléntica, con un clima
templado frio, y al sur del Mediterrdneo con clima templado célido y con lluvias moderadas (National
Geographic Society, 2017). A partir de esta informacion, podemos plantear la hipotesis de que, debido a la
mayor aridez y alta humedad que caracteriza a la region mediterranea, asi como a la abundante lluvia y al
mayor contenido de humedad y carbono edafico en el suelo en las regiones del norte de Europa (Jones et al.
2004), podemos predecir que esa diversidad genética fangica podria aumentar siguiendo el gradiente Norte-
Sur. Esta hipotesis se elabor6 a partir de lo que se indico en los parrafos anteriores, ya que la poblacién de
hongos tiene una amplia capacidad de resistencia a los estreses ambientales como la sequia y el cambio de
acidez, ademas la abundancia de hongos parece depender de la temperatura, pero no de la precipitacion o del
régimen de CO, (Castro et al. 2010).

Ademas, se podria esperar una mayor abundancia y diversidad de hongos en los suelos utilizados
para la agricultura organica en comparacion con los utilizados para la agricultura convencional, ya que este
Gltimo se caracteriza por el uso de pesticidas, baja heterogeneidad ambiental, manejo intensivo y explotacion
del suelo, que son las causas responsables de la pérdida de la diversidad genética funcional fingica y

microbiana en general.

3. Materiales y métodos
3.1 Zonas de estudio

La diversidad fangica se ha evaluado en 30 fincas europeas dedicadas a la produccion de trigo a lo
largo de tres zonas pedoclimaticas (Fig. 3) en Europa: Boreal (BOR), Atlantica Central (ATC) y
Mediterraneo Sur (MDS).
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Figura 3. Regiones pedoclimaticas europeas (SoildiverAgro SFS-01-2018).

Se han evaluado las diferencias en el estado de la diversidad fungica del suelo entre los sistemas de
cultivo convencionales y ecolégicos en la produccion de trigo. Para ello, en cada una de las tres areas
pedocliméticas, se seleccionaron diez fincas: cinco fincas en agricultura convencional y cinco fincas en
agricultura ecoldgica. Se han seleccionado pares de fincas convencionales y organicas con caracteristicas de
suelo generales similares en la misma area para garantizar las mismas condiciones de suelo y clima. La
temperatura media anual y la precipitacion media anual para cada zona pedocliméatica (BOR, ATC, MDS)
son 5,32°C y 582,8 mm, 11,5°C y 798,6 mm, y 17,5 °C y 455,56 mm, respectivamente. La tabla S1 en el
Anexol contiene informacion general sobre las muestras analizadas, asi como el sistema de gestién, pais,

latitud, temperatura y precipitacion medias referidas al afio 2019.

3.2  Disefio experimental y muestreo

La fecha de muestreo se establecio después de la cosecha, utilizando el trigo como cultivo guia para
comparar los resultados de todas las regiones. Este método de muestreo nos permitio reducir las variaciones
estacionales naturales de la biodiversidad durante el afio de muestreo y evitar los efectos directos de otro
cultivo sobre la biodiversidad. En cada finca seleccionada, convencional o ecolégica, se seleccionaron dos
parcelas. Se tom6 una muestra compuesta de suelo en cada una de las parcelas de estudio (dos por finca),
cubriendo toda la superficie. Cada muestra consistio en 10 submuestras recolectadas a una profundidad de O-
25 c¢m, obteniendo asi un total de 60 muestras de suelo (2 parcelas x 10 fincas x 3 regiones pedoclimaticas).

En el momento del muestreo, las muestras de suelo se separaron en dos alicuotas, una mantenida a
temperatura ambiente y destinada para la mayoria de los andlisis fisico-quimicos y la otra en una caja
hermética con hielo para analisis biologicos y nitrato y amonio (Fig.4). Las muestras que llegaron al

laboratorio se secaron al aire durante una semana para los andlisis fisicoquimicos y se tamizaron a <2 mm,
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mientras que el suelo utilizado para los anélisis bioldgicos se almacend a -20 °C. Por otro lado, para la
determinacion de la densidad aparente del suelo, se tomaron muestras de suelo mediante cilindros de acero

con un didmetro de 5 cm el mismo dia del muestreo, siguiendo el método de Campbell y Hensall (1991).
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Figura 4. Esquema de muestreo (adaptado del proyecto H2020 SoildiverAgro www.soildiveragro.eu).
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3.3 Anadlisis fisico-quimicos del suelo

El porcentaje de elementos gruesos y gravas (con didmetro superior a 2 mm) se determind
gravimétricamente mediante tamizado de las muestras >2 mm (Taubner y Tippkotter 2009). La distribucién
granulométrica del suelo se determiné mediante un analizador Mastersizer 2000LF (Malvern Instruments),
tras la oxidacion de la materia organica con H,O, y dispersion de las arcillas con polifosfato sodico. La
estabilidad de agregados se determind mediante el método descrito por Elliott (1986), que analiza la
estabilidad del agregado y la distribucion de tamafios sobre la base de un método de tamizado de suelo
himedo y posteriormente secado al aire. Se seleccionaron las siguientes clases de agregados por tamafio:
>2000 pm, 250-2000 pm, 53-250 pum y <53 um. La humedad gravimétrica del suelo se calculé6 mediante el
pesado de cada muestra de suelo antes y después del secado en estufa a 105°C durante 24h, seglin el método
descrito y modificado por Porta et al. (1986). El pH real (utilizando H,0) y el pH potencial (utilizando KCI
1N) se midieron segun el método oficial espafiol descrito por Cobertera (1993), que se realiza a partir de una
relacién suelo:liquido de 1:2,5. La materia orgénica del suelo (MOS) se determiné mediante calcinacion en
mufla a 450°C durante 4h (Hoogsteen et al. 2015). El nitrégeno total (Nt) se determiné mediante un
analizador elemental CHNS-O (EA-1108, Carlo Erba). La extraccion de nitratos, nitritos y amonio se realiza
mediante el uso de una solucion saturada de cloruro de potasio (KCI) y posterior medicién de nitratos, por
cromatografia ionica, y de amonio por espectrofotometria visible segin los métodos modificados descritos
por Kandeler y Gerber (1988), Keeney y Nelson (1982), y Sempere et al. (1993).

El efecto de la zona pedoclimatica, de la practica de manejo y de su interaccion sobre las
propiedades fisico-quimicas del suelo, se analiz6 realizando un analisis de varianza bidireccional (ANOVA),
mientras que, cuando la interaccién no fue significativa, se realiz6 el modelo aditivo. Cuando se obtuvieron
valores F significativos por zona, se realizé un andlisis adicional con el procedimiento de comparacién HSD
de Tukey (diferencia honestamente significativa) como una prueba post hoc (p <0.05) para verificar mas
pruebas. Los valores de F significativos obtenidos en la practica de manejo se evaluaron adicionalmente
mediante la realizacion de una prueba t en pares.

El anélisis estadistico se realizd en R (R Core Team 2020).

3.4 Andlisis molecular

La extraccion de ADN de las muestras de suelo se realiz6 con el kit DNeasy PowerSoil Pro Kit, de
acuerdo con el protocolo propuesto por el productor. Para obtener ADN con alta pureza y libre de sustancias
interferentes normalmente presentes en muestras ambientales, como suelos con alto contenido de &cido
hamico, se llevo a cabo la purificacion de las muestras de ADN extraidas utilizando NucleoMag NGS Clean-
Up and Size Select Beads. Finalmente, para evaluar la calidad de las muestras de ADN obtenidas y al mismo
tiempo calcular su concentracion, se realizé un analisis espectrofotométrico, utilizando el espectrofotémetro
NanoDrop 2000c y la cuantificacion fluorométrica con el Qubit dsSDNA HS Assay Kit.

Para la determinacion de la diversidad genética de hongos por secuenciacion de la region ITS es

necesario secuenciar los amplicones, mediante el uso de metabarcoding de ADN, que permite la
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amplificacién y secuenciacion paralela de miles regiones con diferentes codigos de barras pertenecientes a
diferentes especies. Cada region, identificada con un codigo de barras, corresponde a un pequefio fragmento
dentro del genoma de un organismo, cuya secuencia se conserva dentro de una especie, pero varia entre
diferentes especies. Por tanto, se procede a la comparacion de las secuencias obtenidas con las de una base
de datos de referencia, con el fin de recopilar informacion sobre las comunidades microbianas presentes en
las muestras de suelo. Las secuencias de ITS utilizadas para la identificacion de hongos en este estudio
fueron las ITS1 e ITS2, porque en los hongos son capaces de tolerar multiples mutaciones en el proceso
evolutivo y muestran un polimorfismo de secuencia extremadamente grande en la mayoria de eucariotas
(Kim et al. 2013).

Para caracterizar la diversidad fungica, se eligio la tecnologia NGS Illumina MiSeq (Illumina 2015).
Inicialmente, se procedié con la preparacion de la biblioteca de metabarcoding de ADN basada en un
descrito en el Earth  Microbiome

protocolo de PCR de 2  fases Project

(http://www.earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/its/). En la primera PCR, se amplificd un

fragmento de la regidén genémica ITS2 (aproximadamente 300 pb) utilizando los cebadores ITS1f (5 'CTT
GGT CAT TTA GAG GAA GTA A 3) (modificado por White et al. 1990) e ITS2 (5'GCT GCGTTC TTC
ATC GAT GC 3) (White et al. 1990). Los cebadores incluian una extensién de oligonucleétidos en sus
respectivos extremos 5 ', con el fin de hacer que los amplicones fueran adecuados para la secuenciacion en
un secuenciador Illumina MiSeq. La mezcla de reaccién y las condiciones del ciclo de la primera PCR se

describen en las Tablas 1 y 2 a continuacion.

Tabla 1. Mezcla de reaccién PCR.

Reactivo Conc. Inicial Vol/rxn (ul) Conc. Final
Supreme NZYTaqg 2x Green
I\F;Iaster Mix (NgYTech) 2% 125 1x
Forward Primer 10 uM 1.25 500 nM
Reverse Primer 10 uM 1.25 500 nM
DNA template ol 2.5 ikl
Sterile H20 FxK 25 falsled
Total volume 25
Tabla 2. Condiciones del ciclo de la PCR.

Paso N ° de ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 1 95°C 5 min
Desnaturalizacion 35 95°C 30 sec

Hibridacion 47°C 45sec
Extension 72°C 30 sec
Extension 72°C 10 min

Posteriormente, los indices de oligonucle6tidos necesarios para multiplexar diferentes bibliotecas en
el mismo pool de secuenciacién se agregaron mediante un segundo ciclo de PCR con condiciones idénticas
al primero, pero con solo 5 ciclos a 60 °C como temperatura de hibridacion. La siguiente figura muestra un

esquema de los cebadores utilizados para PCR1 y PCR2.
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Figura 5. Representacion esquematica de los cebadores utilizados para PCR1 y PCR2 (modificada por Vierna et al. 2017).

Para verificar el peligro de contaminacion durante la preparacion de la biblioteca (BPCR), se insertd
un control negativo sin ADN en cada ciclo de PCR. A continuacién, las bibliotecas se verificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con GreenSafe y se visualizaron bajo luz UV para verificar el
tamafio de la biblioteca. Mediante el uso de las bolas magnéticas Mag-Bind RXNPure Plus,bajo las
instrucciones proporcionadas por el productor, las bibliotecas se someten a pufirificacion y posteriormente se
agrupan en cantidades equimolares en base a los datos de cuantificacion proporcionados por el Qubit dSDNA

HS Assay Kit. Al final, el pool fue secuenciado mediante Miseq PE300 (Ilumina).

35 Analisis de datos

El efecto de la zona pedoclimatica, de la practica de manejo y de su interaccion sobre las
propiedades fisico-quimicas del suelo, se analizo realizando un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias .
Cuando la interaccion no fue significativa, se realizd el modelo aditivo. Cuando se obtuvieron valores F
significativos por zona, se realizaron analisis post hoc (p <0.05) mediante el procedimiento de comparacion
Tukey HSD (diferencia honestamente significativa) de . Los valores F significativos obtenidos en la préactica
de manejo, se evaluaron adicionalmente mediante la realizacién de una prueba t por pares. Los andlisis
estadisticos fisico-quimicos se realizaron en R (R Core Team 2020).

El anélisis de la composicion de las comunidades fungicas se realiz6 utilizando PERMANOVA para
comprobar si las distancias entre las muestras dentro de un grupo son mas similares entre si que las muestras
de otros grupos. Ademas, se realizd un analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia de
Jaccard para verificar las diferencias en la composicion de las comunidades de hongos. La diversidad alfa de
las features observadas (anteriormente conocidas como OTUS) se analiz6 con Kruskal-Wallis.

Se utiliz6 el analisis de correspondencia candnica (CCA), realizado mediante el software CANOCO
version 5.0 (Leps y Smilauer 2003), para examinar la relacion entre la composicion de la comunidad fangica,
las caracteristicas del suelo y el medio ambiente. Las muestras con perfiles fungicos similares tienen
puntuaciones similares y, por lo tanto, cuando se grafican, se agrupan. Se probaron las propiedades
fisicoquimicas del suelo y los factores ambientales (latitud, precipitacion total en 2019 y temperatura media
en 2019) para una contribucion significativa a la explicacion de la variacion en los datos de secuenciacion de
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hongos con la prueba de permutacion de Monte Carlo (P < 0,05). Solo se incluyeron en las parcelas las
variables de suelo y ambientales que se correlacionaron significativamente con el factor en el ACC. Las
propiedades del suelo y los factores ambientales estdn representados por vectores. Los vectores de mayor
magnitud y que forman angulos méas pequefios con un eje estan mas fuertemente correlacionados con ese eje.
Los hongos que solo aparecen en unas pocas muestras suelen ser poco fiables porque tienen valores cercanos
al limite de deteccion. Asi, se omitieron aquellos hongos que estaban presentes en menos del 25% de las

muestras.

El andlisis bioinformatico se realiz6 con el programa QIIME 2 2020.6 (Bolyen et al. 2019). Los
datos de secuencia sin procesar se demultiplexearon y se filtraron por calidad utilizando el complemento g2-
demux seguido de la eliminacion de ruido con DADAZ2 (Callahan et al. 2016) (a través del complemento g2-
dada2) para identificar todas las Variantes de Secuencia de Amplicones observadas (ASVs por sus siglas en
inglés) (Callahan, McMurdie, y Holmes 2017).. Los ASV se alinearon con mafft (Katoh et al. 2002) (a través
de g2-aligment) y se utilizaron para construir la filogenia con fasttree2 (Price, Dehal, y Arkin 2010) (a través
de g2-phylogeny). Los idices de diversidad alfa, la diversidad beta, la distancia de Jaccard, y el analisis de
coordenadas principales (PCoA) se estimaron utilizando g2-diversity una vez las muestras fueron
rarificadas(submuestreo sin sustitucion) a 900 secuencias por muestra. La taxonomia se asignd a las ASVs
utilizando g2-feature-classifier (Bokulich et al. 2018) con el clasificador de taxonomia classify-sklearn
naive Bayes contra la base de datos UNITE (Abarenkov et al. 2020).

4. Resultados
4.1  Propiedades fisico-quimicas de los suelos

Los resultados obtenidos mostraron que el pH result6é &cido en la regién boreal, neutro en la region
atlantica y basico en la region mediterranea, con diferencias significativas entre las tres regiones (p < 0.01)
(Fig. 6A; Tabla 3). Por tanto, se observa un aumento del pH al desplazarse hacia el sur. No obstante, no hay
efecto del manejo agricola sobre el pH, sin diferencias significativas entre los dos manejos convencional y
ecoldgico (p > 0.05). En cuanto al contenido de materia organica en el suelo, se ha observado un valor
significativamente mas alto en la zona boreal (p < 0.001) (Fig. 6B; Tabla 3), y va disminuyendo con la
latitud hacia la zona mediterranea. Aunque hay diferencias significativas entre las regiones pedoclimaticas,
no hay diferencias significativas entre los diferentes manejos. La concentracion de nitrégeno siguié la misma
tendencia que la materia organica, con un patron significantivamente decreciente norte-sur (Fig. 6C; Tabla
3). Al igual que con la materia organica, el sistema de manejo no afecté significativamente la concentracién
de nitrogeno total en los suelos.

La Fig. 6D muestra la distribucion de las diferentes clases de agregados del suelo en funcidon de la
regién pedocliméatica y del manejo agricola. Todas las clases de agregados presentaron diferencias

significativas entre las zonas, siendo ademas significativo el manejo en todas ellas menos en los agregados <
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53 um (Tabla 3). Lo macroagregados (> 250 um) predominan en la zona boreal, mientras que los agregados
entre 53-250 um predominan en la region mediterranea. El manejo ecoldgico increment6 significativamente
la proporcion de macroagregados (> 250 pm) en la region meditarranea comparado con el sistema
convencional. No obstante, esta tendencia fue la inversa en la region atlantica. Los porcentajes de fragmentos
gruesos, arcilla y humedad del suelo fueron significativamente mayores en la zona boreal (p < 0.001), sin
diferencias significativas entre manejos (Tablas 3 y 4).

En relacion al nitrégeno mineral del suelo, la mayor cantidad de nitratos y nitritos esta presente en
las regiones boreal y atlantica, con valores significativamente inferiores en la regién mediterranea (Tablas 3
y 4). En general, se puede observar que las concentraciones de nitratos y nitritos disminuyen a lo largo del
eje norte-sur. EI manejo agricola fue significativo para los niveles de nitratos y nitritos, con valores mas altos
en el sistema convencionales. En relacion al amonio, no hay diferencias significativas entre las diferentes
regiones, siendo el efecto del manejo significativo, con valores mayores en el sistema ecol6gico (Tablas 3 y
4).
Tabla 3. Analisis de varianza (ANOVA) del efecto de la zona pedoclimatica, la practica de manejo y su interaccion sobre las

propiedades fisico-quimicas del suelo. La tabla muestra los valores F para cada parametro fisico-quimico del suelo seguidos
de sus niveles significativos: *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05; ns p > 0.05.

Propiedades del suelo Zona Manejo Zona X manejo
Fragmentos 20,997*** 0.406ns ns
gruesos (%)

Agregados > 2000 pm 4.983* 5.605* 0.794ns

(%)
Agregados 2000-250 60.73*** 52.90*** 46.51%**
Hm (%)
Agregados 250-53 um 33 7grr* 13.02%% 15.60%+*
(%)
Agregados < 53 um
(%) 5.829** 0.696ns 7.487**
1 o)
Arcilla (%) 10.323%%* 1.608ns ns
Humedad del campo
(%) 114.63*** 1.770ns ns
pH 100.254%%* 0.082ns ns
. TSN
Materia orgénica (%) e 0.30ns ns
-1
N total (mg kg”) 3w 1.000ns ns
-1
NOs (mg kg™) 10.931 %+ 8.355** ns
-1
NO. (mg kg™) 3.599* 5.611 ns
NH," (mg kg™ 2.634ns 7.643%* ns
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Tabla 4. Porcentaje de fragmentos gruesos, arcilla, humedad y cantidad de NO3" NO," ,NH," en las diferentes zonas y tipo de
manejo (BOR-C: Boreal convencional; BOR-O: Boreal ecoldgico; ATC-C: Atlantico Central convencional; ATC-O: Atlantico
Central ecoldgico; MDS-C: Mediterraneo Sur convencional y MDS-O: Mediterraneo Sur ecol6gico).

)-.
BOR-C BOR-O ATC-C ATC-O MDS-C MDS-0O
Media (sd) Media (sd) Media (sd) Media (sd) Media (sd) Media (sd)

Fragmentos

gruesos (%) 22,71 (12,63) 21,69 (12,17)  6,11(1054)  7,30(8,49) 3,69 (1,04) 7,96 (3,76)

Arcilla (%) 21,23 (6,25) 17,62 (7,78) 12,41 (1,40) 12,03 (1,80) 18,00 (2,69) 17,73 (1,73)
Humedad
del campo 25,72 (3,64) 25,30 (6,67) 15,41 (2,75) 13,89 (4,64) 7,53 (3,12) 5,58 (1,60)
(%)
(mNgcl)(zl) 96,48 (20,58) 83,78 (24,07) 95,25 (24,16) 67,90 (25,84) 61,00(24,34) 53,30 (19,84)
NO,
1 9,80 (1,83) 8,27 (2,83) 8,22 (2,23) 6,99 (2,99) 6,29 (2,28) 6,20 (2,30)
(mg kg™)
NH4+
1 2,99 (1,04) 3,85 (1,50) 2,30 (0,96) 3,07 (1,96) 2,90 (0,64) 3,81 (0,78)
(mg kg™)
10 A
B Convencional
9 M Ecoldgico
g
7 -
6
T
4
3
5
1
0 : :
BOR ATC MDS
Zonas pedoclimaticas
12 45 -
= Convencional B 10 | B ® Convencional c
g 10 Ecoldgico 35 | Ecoldgico
S 8 - 30
[= [+]1]
Y 2,5 -
B o 2
o -— 2,0 -
.g 4 Z 45 - I
= L l 1,0 - -
= 05
o : 0,0 ~ T |
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Figura 6. VValores de pH (A), concentraciones de materia organica (B), nitrégeno (C) y distribucion de agregados (D) en las
diferentes zonas y tipo de manejo (BOR-C: Boreal convencional; BOR-O: Boreal ecoldgico; ATC-C: Atlantico Central
convencional; ATC-O: Atlantico Central ecoldgico; MDS-C: Mediterraneo Sur convencional y MDS-O: Mediterréaneo Sur
ecoldgico).

4.2  Diversidad y estructura de las comunidades de flngicas

Diversidad general de las comunidades flngicas

Tras el proceso de secuenciacion se obtuvieron un total de 6.082.420 secuencias, que se filtraron por
calidad, se unieron y se verificaron las quimeras, lo que dio lugar a 4.578.986 lecturas que se agruparon en
14.232 features (antiguas OTU). Las curvas de rarefaccion, generadas en base al nimero medio de features
obtenidos, mostraron un aumento exponencial y acercamiento a una asintota horizontal en todas las zonas
pedocliméticas, indicando una secuenciacion préacticamente completa, y que la obtencién de secuencias
adicionales més alla de esa profundidad de muestreo no resultaria en una mejora significativa de la riqueza
en las muestras secuenciadas (Fig. 7).
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Figura 7. Curvas de rarefaccion de las secuencias obtenidas por zona pedoclimatica (BOR: Boreal, ATC: Atlantico Central,
MDS: Mediterraneo Sur.

Los indices de diversidad alfa de las features obtenidas (medida cualitativa de la riqueza de la
comunitad) (Tabla 5) no mostraron diferencias significativas entre el sistema de manejo (Kruskal-Wallis: H
= 0.18 p = 0.67), mientras que la regidon pedoclimatica fue significativa para todos los grupos (Kruskal-
Wallis: H = 32.10 p < 0.001). Especificamente, hubo diferencias significativas entre la region Mediterranea y
el resto de regiones. No hubo diferencias significativas entre las regiones Boreal y Atlantica (Kruskal-Wallis
Boreal-Atlantic: H=0.71 p = 0.40).

Tabla 5. Métricas de diversidad alfa de las features observadas (riqueza comunitaria por regién) en BOR-C: Boreal

convencional; BOR-O: Boreal ecoldgico; ATC-C: Atlantico Central convencional; ATC-O: Atlantico Central ecolgico;
MDS-C: Mediterraneo Sur convencional y MDS-O: Mediterraneo Sur ecoldgico.

Features observadas

BOR-C 578,6
BOR-O 541,3
ATC-C 575,8
ATC-O 605,4
MED-C 325,8
MED-O 428,9

Estructura de las comunidades fungicas

Los resultados de PERMANOVA mostraron que la estructura de la comunidad fangica no se vio
afectada significativamente por el sistema de manejo (F = 1.25, p = 0.12), mientras que si hay diferencias en
funcion de la region pedoclimatica (F = 8.87, p = 0.001). Ademas, todas las zonas climéaticas mostraron
diferencias significativas entre si: Boreal-Atlantico (F = 4,24, p = 0,001), Boreal-Mediterraneo (F = 11.19, p
=0.001), Atlantico-Mediterraneo (F = 11,57, p = 0,001).
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Utilizando la distancia Jaccard, que es una medida cualitativa de la disimilitud de las comunidades, fue
posible analizar las principales coordenadas de la estructura de la comunidad flngica entre las tres diferentes
zonas pedocliméticas (BOR, ATC y MDS) (Fig. 8) y también entre las dos diferentes practicas de manejo
(convencional y ecoldgico) (Fig. 9). En la Fig. 8, los tres ejes fueron significativos para explicar la variacion
en la diversidad fangica entre las tres zonas pedocliméticas. El eje 1 separa MDS de otras zonas
pedocliméticas mostrando una variacion de 11,80%. El eje 2 separa BOR con una variacion de 5,986%, y el
gje 3 separa ATC con una variacion de 3,542%. En particular, la estructura de la comunidad flngica entre las
tres zonas pedoclimaticas resulta bastante mas heterogénea para BOR y ATC, formando clusters indefinidos,
mientras que para MDS se ha formado un clister en el que la similitud entre los puntos es muy alta. Con
respecto a la estructura de la comunidad fingica entre las dos précticas de manejo (Fig. 9), no hay separacion
de las muestras en BOR y ATC, mientras que en el clister de MDS los dos sistemas de gestion estan
separados formando dos grupos independientes, aunque muy cercanos entre si. Por tanto, la composicion de
la comunidad microbiana de hongos difirié entre los suelos MDS con manejo convencional y manejo

ecoldgico, mientras que no existe tal separacién en BOR y ATC.

Axis 2 (5.986 %)

Axis 3 (3.542 %) Axis-1-{11.80 %)

Figura 8. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de la estructura de la comunidad flngica entre las tres zonas
pedoclimaticas (BOR: Boreal; ATC: Atlantico Central; MDS: Mediterraneo Sur) obtenidas mediante la distancia Jaccard.
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Figura 9. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de la estructura de la comunidad fangica entre las dos practicas
de manejo diferentes (convencional y ecolégico) obtenidas mediante la distancia Jaccard.

Como se muestra en la Fig. 10, el orden predominante de hongos es el de Hypocreales para todos los
tratamientos, con 17,74% en BOR-C, 21,56% en BOR-O, 35,90% en ATC-C, 33,80% en ATC-O, 35,66% en
MDS-C y 24,25% MDS-O. Los Ordenes presentes en minoria (< 1) pertenecen al orden de los
Chaetothyriales, Xylariales, Cystofilobasidiales y Zoopagales. La excepcién es el orden Saccharomycetales,
presente en porcentajes < 1 en todos los tratamientos excepto en BOR-C donde esta presente en 4,36%, lo
que sugiere que este hongo estd muy relacionado con la zona climatica, pero también con el manejo
convencional. En particular, en BOR-C se detectaron mayores porcentajes de Tremellales (9,49%) y
Trichosporonales (7,49%), mientras que en BOR-O de Filobasidiales (10,41%), ademas en el caso de los
hongos del orden Mortierellales, se observaron el 13,72% en BOR-C y el 13,78% en BOR-O. En ATC-C y
ATC-O los 6rdenes Helotiales, Thelebolales, Glomerellales, Hypocreales, Microascales estan presentes en
porcentajes mas altos, pero con un porcentaje ligeramente mayor en ATC-C a excepcién del orden de
Thelebolales (ATC-C=4,17% y ATC-O= 4,70%).

En MDS-C y MDS-O los érdenes Pleosporales, Eurotiales, Onygenales, Pezizales y Sordariales estan
presentes en porcentajes mas altos en comparacion con las otras muestras y especificamente se observa que
el orden Pleosporales estd presente en MDS-O (15,97%) en un porcentaje superior al MDS-C (12,81%). El
orden Trichosporonales estd completamente ausente en MDS-C y MDS-O. El orden Zoopagales es muy
minoritario en MDS con una abundancia relativa de 0,01% y 0,02% respectivamente. Finalmente, de los
datos obtenidos se desprende que el orden Capnodiales esta presente en porcentajes muchos mayores en
BOR-O (7,98%), ATC-O (7,10%) y MDS-O (13,59%) sometidos a tratamiento ecolégico.
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Figura 10. Abundancia relativa de taxones fungicos del suelo (6rdenes) en las diferentes regiones edafoclimaticas y sistemas
de manejo. Se indican con "Otro" los pedidos encontrados en abundancia inferior al 0,5%, mientras que con "'no
identificado™ las secuencias valoradas con tasas mas elevadas (BOR-C: Boreal convencional; BOR-O: Boreal ecol6gico;
ATC-C: Atlantico Central convencional; ATC-O: Atlantico Central ecolégico; MDS-C: Mediterraneo Sur convencional y
MDS-O: Mediterraneo Sur ecolégico).

Los resultados obtenidos a abundancia de los géneros de hongos presentes en las muestras analizadas
(Fig. 11) mostraron que, en general, la el nimero de géneros presentes disminuy6 de norte a sur, y que MSD-
C y MDS-O contienen un porcentaje abundante de géneros no identificados en comparacion con otras areas
pedoclimaticas (45,60% y 27,43%, respectivamente). Los mayores porcentajes para BOR se encontraron
para los géneros Mortierella (13,52% y 13,63%), Apiotrichum (6,88% y 5,59%), Saitozyma (8,43% y 3,32%)
y Solicoccozyma (8,92% y 9,92%). Cladorrhinum y Fusicolla mostraron mayor abundancia en BOR-C y
ATC-C, mientras Vishniacozyma presenté una mayor abundancia en BOR-O y ATC-O (4,11% y 2,16%,
respectivamente). EI género Acremonium fue mas abundante en ATC-C (23,01%) que en ATC-O (19,94%).
El género Humicola estuvo mayoritariamente presente en BOR-C (1,83%) y en ATC-O (1,27%), por lo que
su presencia esta poco influenciada por el tipo de manejo aplicado.

Otro caso particular se encontrd para Mycochlamys, més abundante en ATC-C (1,93%), ATC-O (1,88%)
y MDS-C (2,42%), como se puede apreciar en los porcentajes reportados para la zona atlantica. Este género
de hongos no se vio por tanto afectado por el sistema de gestion en ATC, mientras que en MDS su
abundancia fue mucho mayor bajo de manejo convencional que bajo manejo ecolégico (MDS-O = 0,19%).
Del mismo modo ocurre para el género Gibberella que esta presente tanto en ATC como en MDS, pero con

un porcentaje mayor en MDS-O (3,40%).
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Alternaria se encontré en porcentajes bastante altos en el area mediterranea (MDS-C = 3,52%; MDS-O =
10,08%) disminuyendo hacia el norte (BOR-C= 0,29%; BOR-O= 0,31%; ATC-C= 2,52%; ATC-O= 2,42%).

100% —— —— —— —— —— —— —
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30%
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Figura 11. Abundancia relativa de taxones de hongos del suelo (género) en diferentes zonas pedoclimaticas y practicas de
manejo. Se indican con ""Otro™ los pedidos encontrados en abundancia inferior al 0,5%, mientras que con "'no identificado™
las secuencias valoradas con tasas mas elevadas ( BOR-C: Boreal convencional; BOR-O: Boreal ecolégico; ATC-C: Atlantico

Central convencional; ATC-O: Atlantico Central ecol6gico; MDS-C: Mediterraneo Sur convencional y MDS-O:
Mediterraneo Sur ecolégico).

La Tabla S2 del Anexol describe el porcentaje de abundancias relativas (%) de los géneros mas
abundantes en las diversas zonas pedoclimaticas bajo manejo convencional y ecolégico.

4.3 Interrelaciones entre la diversidad genética fungica y factores ambientales y edéficos

Del andlisis de las interrelaciones entre la diversidad genética fingica y los factores ambientales y
edéficos (Fig.12), se desprende que las variables que diferencian las tres zonas pedoclimaticas son
basicamente latitud, humedad, temperatura y pH, seguidas de nitrégeno y materia organica. Por tanto, los

factores climaticos y el pH son los que mas condicionan las poblaciones fingicas.
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En concreto, a partir de la tendencia de las flechas vectoriales descritas en la figura, la comunidad
fangica mediterranea se asocia a variables elevadas de temperatura y pH, mientras que en la zona atlantica a
las lluvias abundantes y finalmente, en la zona boreal, a variables como materia orgénica, nitrégeno, latitud y
humedad. En cambio, centrandose principalmente en BOR y ATC, que son areas que mostraron una
diversidad fangica similar y bastante heterogénea en comparacién con MDS, las diferencias se deben
principalmente a la latitud, el abundante contenido de arcilla en BOR y los valores més altos de materia

organica, nitrégeno y humedad del suelo.
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Figura 22. La relacion entre la composicion de la comunidad fungica, las caracteristicas del suelo y los factores ambientales a
través del analisis de correspondencia canénica (CCA) (BOR conv: Boreal convencional; BOR ecol: Boreal ecoldgico; ATC
conv: Atlantico Central convencional; ATC ecol: Atlantico Central ecolégico; MD conv: Mediterraneo Sur convencional y

MD ecol: Mediterraneo Sur ecolégico).

5. Discusion

Este estudio busca comprender las diferencias de la diversidad y estructura entre las comunidades de
hongos presentes en diferentes areas europeas bajo manejo ecolégico y convencional.

Los niveles de pH fueron mas béasicos en la region mediterrdnea, estos son suelos normalmente
sometidos a climas aridos y semiaridos, con lluvias anuales insuficientes para filtrar las sales en las capas
maés profundas del suelo, lo cual forma suelos salinos. También la alta evaporacion en estas zonas contribuye
a la acumulacion de grandes cantidades de sales y a la hidrélisis de iones Na* o compuestos de Na,CO;

produciendo iones OH™ que aumentan el pH del suelo (Choudhary, O. P. 2018). Ademas, no se encontraron
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diferencias entre tratamientos ecoldgicos y convencionales, excepto en MDS. Esto Gltimo, coincide con lo
encontrado en un estudio realizado por Bulluck et al. 2002, donde los suelos con aplicaciones alternativas de
fertilizantes tipicos de los tratamientos organicos inicialmente tenian un pH del suelo mas bajo que los suelos
con fertilizantes sintéticos usados en los tratamientos convencionales, pero con el tiempo el pH aumenté en
los suelos con fertilizaciones alternativas alcanzando los niveles de los suelos con fertilizantes sintéticos.

Tanto la materia organica como el nitrogeno se comportan de la misma manera en las tres areas
probablemente porque las transformaciones del nitrégeno en el suelo estan muy relacionadas con el
contenido de carbono y viceversa, ya que ambos son fundamentales para la actividad de los microorganismos
en el suelo (Holub et al. 2005). En particular, estos dos parametros tuvieron mayores concentraciones en la
zona boreal, disminuyendo hacia el sur, lo que probablemente esté relacionado con la composicion de los
suelos boreales, que representan un importante reservorio terrestre de carbono orgéanico (Pan et al. 2011).
Ademas, la acumulacion de stock subterranea también tiene una gran capacidad para secuestrar nitrégeno,
con una potencial retroalimentacion sobre la productividad del ecosistema (Wardle et al. 2003; Wardle et al.
2012).

Muchos investigadores consideran que la estabilidad de los agregados estéa estrechamente relacionada
con la estructura y la salud del suelo y depende de un equilibrio integrado de factores quimicos, fisicos y
biolégicos (Brevik et al. 2015). En este estudio se encontré que los agregados muestran una diferencia
significativa entre las areas y también entre los dos manejos, con una mayor estabilidad de macroagregados
(> 250 um) en la zona boreal y mediterranea en tratamientos ecoldgicos, mientras que en la zona atlantica
ocurre una situacion inversa. Esto se puede correlacionar con la diferente composicion quimica de los suelos
de las diferentes zonas y las reacciones de estos Ultimos con las dos modalidades de tratamiento. Se sabe que
la labranza continua disminuye la estabilidad del agregado y aumenta los efectos negativos de la alternancia
de secado/humedecimiento y congelacion/descongelacion, lo que hace que la estructura del suelo sea mas
susceptible a su destruccion (Beare et al. 1994; Mikha y Rice 2004). Tanto la labranza reducida como la no
labranza, tipicas del manejo ecolégico, mejora las condiciones fisicas (Huang et al. 2012), quimicas
(Andruschkewitsch et al. 2013) y bioldgicas (Helgason, Walley, y Germida 2010), que podrian acelerar la
macroagregacion en la superficie del suelo. Ademas, la labranza intensiva puede causar grandes pérdidas de
carbono organico del suelo, provocando un aumento de la erosion del suelo y la ruptura de la estructura de
macroagregados (Melero et al. 2009), mientras que la poca o ninguna labranza tiene efectos positivos sobre
la macroagregacion y sobre agentes aglutinantes (Melero et al. 2009;Curaqueo et al. 2011).

Se encontr6 una mayor cantidad de nitratos y nitritos en los tratamientos convencionales, esto puede
deberse a que el nitrato es més propenso a la lixiviacion y los niveles de lixiviacion de nitratos en suelos
sometidoscon cultivos similares, son similares o ligeramente superiores en manejos convencionales (Stopes
et al. 2002). Esto estd en consonancia con la investigacion realizada por Poudel et al. 2002 donde
encontraron mayores tasas de mineralizacién de N en suelos convencionales y un menor riesgo potencial de
lixiviacion de N en suelos organicos. Por el contrario, el idn amonio se ha encontrado en mayores

concentraciones en manejos ecoldgicos.
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En cuanto a los resultados obtenidos de las comunidades fungicas, existen diferencias significativas solo
entre las tres zonas pedoclimaticas consideradas (Fig. 8), en particular en BOR y ATC con respecto a MDS.
Todo esto concuerda con los resultados de Fierer y Jackson 2006, y Fierer 2017 que mostraron que las
propiedades climaticas y edéficas son las principales impulsoras de la composicion microbiana del suelo. Por
el contrario, no se encontré diferencia significativa entre los dos diferentes manejo en las tres areas
consideradas. Esto se opone a estudios anteriores en el que encontraron diferencias significativas entre el
manejo ecolégico y convencional, ya que la adicion de fertilizantes organicos en lugar de fertilizantes
artificiales gener¢ diferencias en la composicion microbiana de los hongos (Lalande et al. 2005; Ghimire et
al. 2014), principalmente en tierras arables. Esto se podria explicar por el hecho de que en el estudio
mencionado anteriormente se refiere a muestras pertenecientes a areas con la misma latitud, por lo tanto
sujetas a condiciones climaticas similares, mientras que en este estudio los factores climaticos tienen una
mayor influencia, ya que difieren mucho entre las tres zonas climéticas consideradas que tienen diferentes
latitudes.

Ademas, se han detectado varios tipos de hongos pertenecientes a diferentes géneros, algunos de los
cuales deben controlarse porque se consideran una amenaza para la agricultura, como la Alternaria, ya que
provoca amarilleo y oscurecimiento de las hojas inferiores, progresando hacia arriba en condiciones de
elevada humedad y causando herrumbre foliar en los casos méas graves (Akhtar et al. 2004). En general, este
hongo se ha detectado en mayores porcentajes en manejo ecoldgico en BOR y MDS, mientras que en ATC
en manejo convencional.Del andlisis de las interrelaciones entre la diversidad genética flngica y los factores
ambientales y edéaficos (Fig.12), se desprende que las variables que diferencian las tres zonas pedoclimaticas
son béasicamente latitud, humedad, T y pH, seguidas de N y MO. En particular, los factores climaticos y el
pH son los que mas condicionan las poblaciones flngicas. Los resultados del estudio realizado por Shi et al.
2014, mostraron que la temperatura y la latitud fue lo que mas influy6 en la composicion de la comunidad
fangica de los suelos estudiados. En particular, la temperatura media anual (mat) y la precipitacion media
anual (map) se han definido como buenos predictores de la diversidad de plantas y animales a escala
continental (Hawkins et al. 2003). Esta afirmacidn coincide con los resultados obtenidos, que muestran que
la diversidad de hongos estuvo fuertemente influenciada por las variaciones de temperatura, mientras que las
precipitaciones jugaron un papel menor en la diversidad de hongos del suelo. Contrariamente a los resultados
de este estudio, en el estudio realizado por Shi et al. 2014, no hubo una fuerte correlacion entre el pH y la
diversidad de hongos, en particular en lo que respecta a la diversidad de grupos de hongos micorrizicos, esto
puede depender de la actividad enzimética en la descomposicion de hongos, que se limita a escalas de pH
especifico (Leprince e Quiquampoix 1996). Sin embargo, surgieron estudios contradictorios con respecto al
pH en la diversidad de hongos, de hecho en un estudio realizado por Rousk et al. 2010 se encontré que el pH
tiene un efecto débil sobre la diversidad de hongos, mientras que Baath E. 2003 encontraron una fuerte
correlacion entre la diversidad de hongos y bacterias y un gradiente de pH creciente.

En general, se encontr6 una mayor riqueza fungica en BOR y ATC en comparacién con MDS. Todo
esto concuerda con la investigacion realizada por Tedersoo et al. 2014 en la que demostraron que los factores

climaticos, seguidos de los patrones edéaficos y espaciales, son los mejores predictores de la riqueza fungica
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del suelo y la composicién de las comunidades a escala global. Especificamente, a partir de su analisis de
Metabarcoding, se encontr6 que la distancia al ecuador y la precipitacion media anual habian tenido mayores
efectos sobre la riqueza de hongos, incluyendo la mayoria de los grupos taxondmicos y funcionales. La
diversidad de la mayoria de los grupos de hongos alcanzé su punto maximo en los ecosistemas tropicales,
pero la diversidad de hongos ectomicorrizicos y otras clases de hongos fue méas variable en los ecosistemas
templados o boreales. Ademéas, muchos grupos de hongos han mostrado diferentes preferencias por
condiciones edaficas especificas (como pH, calcio o fosforo) y se observé que el rango geografico de taxones

de hongos ha aumentado hacia los polos (Tedersoo et al. 2014).

6. Conclusiones

Como resultado de este estudio cabe destacar que la estructura de las comunidades de hongos fue
diferente en cada una de las diferentes regiones de estudio. Sin embargo, estas comunidades no se vieron
afectadas por el tipo de manejo aplicado. Respecto a su diversidad, y contrariamente a nuestra hipotesis que
postulaba que la diversidad genética flngica podria aumentar siguiendo el gradiente Norte-Sur, se obtuvo
que la diversidad de la comunidad fungica fue mayor en las zonas BOR y ATC respecto MDS. Por otro lado,
y también contrariamente a la hipdtesis inicial, en este estudio, no se encontraron diferencias significativas
entre las comunidades flangicas de los suelos sometidos a los dos diferentes métodos de manejo
(convencional y ecol6gico). Ademas, se encontrd que la diversidad y estructura de las comunidades fingicas
estuvo significativamente influenciada por las diferentes condiciones climaticas, edéficas y fisico-quimicas,
siendo los parametros que mas afectaron a estas comunidades la latitud, la humedad, el pH, la temperatura y,

en menor medida, el contenido de materia organic y nitrégeno.
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